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Influencia de Factores Nutricionales en la Producción de Astaxantina por P. rhodo;.yma. 

Por: Luis Bernardo Flores Cotera. Facultad de Química, UNAM. 

RESUMEN 

En este trabajo se estudió el efecto de diferentes factores nutricionales en la producción de 

carotenoides por P. rhodozyma. En cultivos en lote alimentado se estudiaron los efectos de la velocidad de 

alimentación de sacarosa, la relación carbono/nitrógeno y dos fuentes de nitrógeno. La alimentación de 

sacarosa fue el factor más importante. Una alimentación lenta aumentó la concentración de carotenoides y 

el contenido de carotenoides en la levadura con relación a una alimentación rápida. Los efectos de los otros 

factores fueron menos importantes. Las cinéticas de los cultivos sugieren que la limitación de azúcar, 

oxígeno disuelto por arriba de 20%, el recambio de proteínas y la reasimilación de etanol son factores 

estrechamente vinculados con la síntesis de carotenoides. 

En medios químicamente definidos, se estudiaron los efectos del nitrógeno, fosfatos, magnesIO, 

cobre, hierro, potasio y citrato sobre la producción de astaxantina (matraces). La concentración de 

carotenoides y el contenido de astaxantina en la levadura se incrementaron en bajas concentraciones de 

nitrógeno (I 5 mM) o de fosfatos (I mM). Bajos niveles de cobre (O a I !-1M) estimularon la concentración 

de carotenoides y la proporción de astaxantina en el pigmento. Los resultados en fermentador y matraces 

convergen en que la síntesis de carotenoides se estimula al surgir una restricción del metabolismo. 

Además, un aumento en la relación NADHlNAD+ parece ser un evento común y fundamental. El análisis 

de los resultados sugiere al citrato como posible precursor de carotenoides. Esto puede ser de gran 

importancia práctica, puesto que el citrato podría usarse en el medio de cultivo para incrementar la 

producción de astaxantina. 



ABSTRACT 

The purpose of this study was to investigate the effects of nutrients on carotenoid and astaxanthin 

production by P. rhodozyma. Using fed-batch cultures, we studied the effects of rate of sugar addition, 

carbonlnitrogen ratio and two nitrogen sources on carotenoid production by P. rhodozyma. The rate of 

sugar addition was the most influential factor. In comparison to fast addition rate, a slow addition rate 

increased both total carotenoid concentration and specific carotenoid content in the cells. The other two 

variables had only minor effects. Kinetic data from cultures suggest that sugar limitation, oxygen 

concentrations aboye 20%, ethanol re-assimilation and protein turnover are closely related events to 

carotenoid synthesis. 

Using chemically defined media, the effects of phosphates, ammomum, potassium, magnesium, 

cooper, iron and citrate on astaxanthin production (flasks experiments) were studied. Carotenoid 

concentrations, as well as astaxanthin contents in cells increased at low nitrogen (15 mM) or low 

phosphate levels (1 mM). On the other hand, limiting amounts of copper (O to 1 ).1M) increased carotenoid 

concentrations and the proportion of astaxanthin in the pigment. Results from fermentor and flasks indicate 

that carotenoid synthesis occurs as an outcome of a metabolic impairment. In all cases, increased 

NADHINAD+ ratios might be common and fundamental events. In addition, data analysis suggests that 

citrate may be a precursor of carotenoids. This possibility can be of considerable practical value, because 

citrate a cheap raw material, might be added to culture media to enhance production of a high value 

product like astaxanthin. 
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INFLUENCIA DE FACTORES NUTRICIONALES EN LA PRODUCCIÓN DE 

AST AXANTINA POR Phaffia Rhodozyma. 

1 RESUMEN 

por 

Luis Bernardo Flores Cotera 

Tesis presentada como uno de los requisitos para 
obtener el grado de Doctor en Ciencias Bioquímicas 

La proporción de los diferentes carotenoides producidos por la levadura P. rhodozyma y la 

cantidad de astaxantina en las células pueden alterarse por cambios en la composición del medio de 

cultivo y por otros factores ambientales. En este trabajo se estudiaron los efectos de nutrientes sobre 

el crecimiento y producción de carotenoides en cultivos en lote alimentado (estudios en 

fermentador). Así mismo, en medios de cultivo químicamente definidos se estudiaron los efectos de 

la concentración de nitrógeno, fosfato, magnesio, cobre, hierro, potasio y citrato sobre el crecimiento 

y la producción de astaxantina por P. rhodozyma (estudios en matraces). 

Aplicando un diseño factoriaI2J
·', en cultivos en lote alimentado se estudiaron los efectos de la 

velocidad de alimentación de sacarosa, la relación carbono/nitrógeno y dos fuentes de nitrógeno 

(extracto de levadura (EL) o una mezcla de sulfato de amonio/EL) sobre el crecimiento y la 

producción de carotenoides en P. rhodozyma. La velocidad de alimentación de sacarosa fue el factor 

más importante. Una alimentación lenta (4.7 g/h) produjo una mayor concentración de carotenoides 

totales (J-lg/ml) y un mayor contenido de carotenoides en la levadura (J-lg/g) en comparación con una 

alimentación rápida (7.2 g/h). Los efectos de los otros dos factores fueron de menor importancia. En 

fermentador se logró cultivar P. rhodozyma a densidades celulares de hasta 100 mg/ml y se 

alcanzaron concentraciones de carotenoides totales de hasta 33 J-lg/ml, lo que representa un 

incremento de 300% en carotenoides, con relación a trabajos previos realizados en nuestro 

laboratorio con la misma cepa (Velázquez, 1995). Por otro lado, las cinéticas obtenidas en 

fermentador sugieren que la limitación de azúcar, concentraciones de OD por arriba de 15-20%, el 

recambio de proteínas intraceiulares y ia reasimiiación ue etanol son factores importantes que 

estimulan la síntesis de carotenoides en P. rhodozyma. 
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En matraces se logró cultivar P. rhodozyma en medios químicamente definidos. Se encontró 

que altas concentraciones de algunos componentes del medio de cultivo como fosfatos, sulfato de 

amonio, magnesio y cobre tienen un efecto negativo sobre la producción de carotenoides. La 

concentración de carotenoides totales, así como los contenidos de astaxantina y lípidos en la 

levadura se incrementaron a bajas concentraciones de nitrógeno (10-20 mM) o de fosfatos (-1 mM), 

pero a costa de una menor síntesis de proteína. La mayor producción de carotenoides al parecer es 

una respuesta para canalizar el exceso de carbono. A TP Y NAOH debidos a una limitada síntesis de 

proteínas. 

Por otro lado, en medios deficientes en cobre « 1 J.lM) se observó una mayor proporción de 

astaxantina en el pigmento. lo cual indica una mejor hidroxilación de los carotenoides. La mayor 

producción de astaxantina y carotenoides observada en estas condiciones, parece estar asociada con 

la activación de una vía respiratoria alterna (RA) que participa en la formación de los grupos 

oxigenados de la astaxantina. Es factible entonces que la activación de la vía RA funcione como un 

mecanismo para reducir el excedente de NAOH causado por un rápido catabolismo' cuando la 

cadena respiratoria principal se encuentra inhibida. 

Los resultados obtenidos en las diversas condiciones estudiadas, tanto en fermentador como en 

matraces, convergen en que la síntesis de carotenoides tiene lugar al surgir una restricción en el 

metabolismo, por lo siguiente: a) La deficiencia de nitrógeno, fosfato y posiblemente magnesio 

restringen la síntesis de proteínas b) La reasimilación de etanol produce un desbalance 

NADHINAO- y la inhibición del ciclo de Krebs c) La deficiencia de cobre inhibe la cadena 

respiratoria d) La pigmentación de mutantes generalmente aumenta con un lento crecimiento 

(Schroeder y Johnson, 1995a). 

La limitación de nitrógeno y posiblemente la de fosfato producen un excedente de energía 

debido a la baja demanda de A TP para síntesis de proteínas y nucleótidos. Puesto que la 

fosforilación oxidativa es la principal vía de oxidación de NAOH, la relación NAOHINAO' debe 

necesariamente elevarse. Oe forma similar, debido a que el etanol es un sustrato muy energético, su 

metabolismo eleva la relación NAOHINAO'. En contraste, en condiciones de deficiencia de cobre la 

síntesis de proteínas podría estar supeditada a la disponibilidad de A TP. Pero un rápido catabolismo 

j\lnto con una cadena respiratoria inhibida conduciría también a elevar la relación NAOHINAO'. 

Todo esto indica que la elevación de la relación NAOHINAO+ y/o la acumulación de NAOH 

podrían ser eventos comunes y fundamentales que estimulan la síntesis de carotenoides. Esto es 

especialmente interesante sí se considéra que la enzima isocitrato deshidrogenasa, una enzima clave 
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en la operación del ciclo de Krebs de levaduras lipogénicas, requiere de NAD' para su actividad. La 

falta de NAD' reduce la actividad de la enzima, lo que da lugar a la acumulación de citrato. Como 

Ocurre en la síntesis de lípidos en levaduras lipogénicas, el citrato podría ser el precursor del acetil

CoA requerido no solo para la síntesis de lípidos, sino también para la de carotenoides y otros 

isoprenoides. La mayor concentración de carotenoides totales y el mayor contenido de carotenoides 

en las células obtenidas al adicionar citrato (28 mM Ó más) al medio de cultivo, sugieren también 

que el citrato es el precursor de carotenoides en P. rhodozyma. 

Hasta donde sabemos, actualmente no existe una visión integrada de los cambios asociados 

con la iniciación de la síntesis de carotenoides ni en P. rhodozyma, ni en otros microorganismos. 

Este trabajo hace una contribución en este sentido al sugerir que los efectos observados al limitar un 

cultivo de P. rhodozyma por diferentes nutrientes, pueden explicarse por eventos con un origen 

común. Es decir, un impedimento metabólico que se traduce en la inhibición del ciclo de Krebs y en 

particular de la enzima isocitrato deshidrogenasa. Otra aportación de este trabajo es que, por primera 

vez, se sugiere al citrato como posible precursor de carotenoides en microorganismos y en particular 

en P. rhodozyma. Esta posibilidad puede ser de una considerable importanéia práctica, puesto que el 

citrato, una materia prima de bajo costo, podría adicionarse al medio de cultivo para incrementar la 

producción de un producto de alto valor como la astaxantina. 

Tutor de tesis: Dr. Sergio Sánchez Esquivel 
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INFLUENCE OF NUTRITIONAL FACTORS ON ASTAXANTHIN 

PRODUCTION BY Phaffia Rhodozyma. 

ABSTRACT 

by 

Luis Bernardo Flores Cotera 

Thesis submitted in partial fulfillment of the requirements 
for the degree of "Doctor en Ciencias Bioquímicas" 

The amount and specific type of carotenoids produced by P. rhodozyma are very responsive 

to availability of nutrients and other environmental factors. A purpose of this study was to 

investigate the influence of nutrients on growth and carotenoid production in fed-batch cultures 

(fermentor experiments). On the other hand, chemically defined medía were developed for P. 

rhodozyma. So, another purpose was to investigate the influence of phosphates, ammonium, 

potassium. magnesium, cooper, iron and citrate, on growth and astaxanthin production by P. 

rhodozyma in chemically defined media (flask experiments). 

Using a factorial design 23
.'. we studied in fed-batch cultures the effects of rate of sugar 

addition. carbonlnitrogen ratio and two nitrogen sources (yeast extract or a mix of yeast 

extract/ammoniurn sulfate) on growth and carotenoid production by P. rhodozyma. The rate of sugar 

addition was the most influential factor. In comparison to fast sugar addition (7.2 gIl), slow sugar 

addition (4.7 g/h) increased both the total carotenoid concentration (mg/ml) and specific carotenoid 

content in the cells (J1g/g yeast). The other two variables had only minor effects. Fed-batch culture 

was use fui to achieve very high cell densities, up to 100 mg/ml, with total carotenoid titers up to 33 

J1g/ml. The carotenoid production achieved was about 300% greater in comparison to values given 

in a previous work made in our own laboratory with the same yeast strain (Velázquez, 1995). On the 

other hand. kinetic data from fermentor experiments suggest that sugar limitation, oxygen 

concentrations aboye 15-20%. ethanol re-assimilation and protein tumover are closely reiated events 

10 carotenoid synthesis in P. rhodozyma. 
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Flask experiments using chemically defined media reveled that high levels of phosphate, 

ammonium sulfate, magnesium and copper markedly decrease carotenoid production. Total 

carotenoid concentration, as well as the astaxanthin and lipid contents in cells increased at low 

nitrogen (-10-20 mM) or low phosphate levels (-1 mM) but at the expense of decreased protein 

synthesis. Thus. carotenoid and lipid production may be joint responses for diverting the excess of 

carbon, ATP and NAOH originated by restricted protein synthesis. 

On the other hand, limiting amounts of copper increased the proportion of astaxanthin in the 

pigment. indicating a better hydroxylation of carotenoids. As well, deficiency of copper causes 

specific inhibition of the main respiratory chain. Hence, the activation of an altemative respiratory 

pathway which participates in introducing oxygenated groups to carotenoids might be connected 

with the increased astaxanthin and carotenoid productions seen at low copper levels (1 IlM). 

Activation of this altemative pathway may serve as a means to reduce the excess of NAOH caused 

by a fast catabolism occurring with a restricted main respiratory chain 

The resu!ts obtained both in fermentor and flasks, under widely varying conditions, indicate 

that carotenoid synthesis occurs as an outcome of a metabolic impairrnent, for instance: a). Oeficit of 

nitrogen, phosphate and probably magnesium restrict protein synthesis b). Ethanol consumption 

increases the NAOHINAO' ratio and inhibits the Krebs cycle c). Copper limitation causes inhibition 

of the main respiratory chain d) highly pigmented mutants of P. rhodozyma grow slower in relation 

lO less pigmented strains (Schroeder y Johnson, 1995a). 

Yeast cells growing in media containing limited amounts of ammonium or phosphate are 

confronted with an excess of carbon and A TP as a result of a low demand for protein and nucleotide 

synthesis. Since oxidative phosphorylation is a main pathway for NAOH oxidation, the 

NAOHINAO' ratio shall increase. Likewise, because etanol is a very energetic carbon source, its 

metabolism promotes increased NAOHINAO' ratios. In contrast, protein synthesis should be 

restricted by A TP availability in copper limited cultures. Nevertheless, a fast catabolism along with 

an inhibited respiratory chain will result in increased NAOHINAO' ratios too. AII the aboye events 

taken together suggest that increased NAOHINAO' ratios can be a common and fundamental factor 

for triggering carotenoid synthesis in P. rhodozyma. This is an interesting findi!lg, since isocitrate 

dehydrogenase, a key enzyme for operation of the Krebs cycle in oleaginous yeast, requires NAO' 

for activity. Low NAO' availability reduce the enzyme activity, which may induce citrate 

accumulation. As occurs in lipid synthesis in other oleaginous yeast, citrate exported trom the 

mitochondrion into the cytoplasm can be the precursor of acetyl-CoA not only for synthesis of lipids 
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but al so for carotenoids and other isoprenoids. The increased total carotenoid titers and total 

carotenoid contents seen when citrate was included in the medium (>28 mM) provide further 

evidence that citrate may be the precursor of carotenoids in P. rhodozyma. 

To our knowledge, an integrated view has not been given of changes associated with 

initiation of carotenoid synthesis, neither in P. rhodozyma or in other microorganisms. Our work is a 

contribution in that direction because it traces to a common origin, the observed effects on P. 

rhodozyma cultured in media limited with different nutrients: a metabolic impairment leading to 

inhibition of the Krebs cycle or in particular of the enzyme isocitrate dehydrogenase. Furthermore, 

these studies have yielded evidence, for the first time, that citrate can be a precursor of carotenoids 

in P. rhodozyma. This possibility can be of considerable practical value, because citrate a cheap raw 

material, might be added to culture media to enhance production of a high value product like 

astaxanthin. 

Thesis supervisor: Dr. Sergio Sánchez Esquivel 
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2 ANTECEDENTES 

Los carotenoides son los pigmentos más ampliamente distribuidos en la naturaleza. Tienen 

importantes funciones biológicas en animales como precursores de vitamina A, como estimulantes 

de la respuesta inmune y en la prevención de cáncer y otras enfermedades degenerativas. La 

astaxantina (3, 3' dihidroxi-p-caroteno 4,4' diona) es el carotenoide más abundante en el mundo 

acuático y responsable de la atractiva pigmentación de animales como el salmón, camarón, 

langosta. trucha y flamingos (Shahaidi y col., 1998). Sin embargo, los animales no son capaces de 

producir ni astaxantina ni otros carotenoides, de manera que su presencia en ellos se debe a los 

alimentos que consumen. Aunque no es común encontrar astaxantina en plantas superiores, se ha 

aislado de las flores rojas de Adonis annua y Adonis aestivalis (Britton, 1991). La astaxantina puede 

ser sintetizada por unos pocos microorganismos entre los que se encuentran el alga verde 

Haematococcus p/uvialis (Lotan y Hirschberg, 1995), la levadura Phaffia rhodozyma (Miller y col., 

1976; Phaff y col., 1972) y las bacterias Brevibacterium, Micobacterium /actico/a (Nelis y 

deLeenheer. 1991), Agrobacterium aurantiacum y A/caligenes sp. (Yokoyama y col., 1994, 1996; 

Yokoyama y Miki, 1995). P. rhodozyma es uno de los mejores candidatos para la producción 

comercial de astaxantina, debido a que crece rápido y a que puede cultivarse económicamente a 

altas densidades celulares (Johnson y Lewis, 1979; Haard, 1988; Hayman y col., 1995). Por ello 

varias compañías han impulsado en los últimos años el desarrollo de procesos de producción 

basados en esta levadura. 

2.1 FUNCIÓN DE LOS CAROTENOIDES 

Una de las funciones más importantes de los carotenoides en organismos fotosintéticos es proteger 

los tejidos celulares contra radicales libres oxigenados que se producen mediante la interacción del 

oxígeno con la luz visible o UV, y moléculas fotosensibles como bacterioclorofila o clorofila. El 

oxígeno singulete CO,) y el radical hidroxilo (-OH) son moléculas sumamente reactivas que se cree 

son los principales agentes oxidantes en sistemas biológicos (King y col., 1995). Estas y otras 

moléculas oxigenadas reactivas (MOR) como el peróxido de hidrógeno (H,O,) y el superóxido (0,-) 

son capaces de iniciar la peroxidación de lípidos, oxidar proteínas, o causar daño a moléculas de 

ADN o ARN. En las plantas la ausencia de carotenoides induce la muerte celular por daño 

fotoxidativo, de manera que son indispensables para la función fotosintética (Armstrong y Hearst, 

1996; Armstrong, 1994). En los microorganismos no fotosintéticos, los carotenoides también 
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protegen a las células contra daño fotoxidativo, en este caso mediado por radicales libres producidos 

con la participación de otras moléculas fotosensibles como protoporfirina IX y hemo. Es decir. la 

presencia de estos pigmentos en todos los organismos fotosintéticos y su amplia distribución entre 

las bacterias y hongos no fotosintéticos, se puede explicar por su capacidad para desactivar 

eficientemente los radicales libres que se producen durante el metabolismo normal de las células 

(Armstrong, 1997; Britton, 1995). Sin embargo, la síntesis de carotenoides es solo una de las 

múltiples estrategias que las células han desarrollado para protegerse de los efectos nocivos de 

moléculas oxigenadas reactivas (MOR), otros mecanismos de defensa incluyen: a). Desactivar o 

eliminar MOR b). Reparar los componentes celulares oxidados cuando es posible y c). Degradar las 

moléculas oxidadas que no pueden repararse. Las levaduras poseen una gama de defensas 

antioxidantes similares a las de los eucariotes superiores (Jamieson, 1995; Pahl y Baeuerle, 1994; 

Tamai y coL 1993) incluyendo los carotenoides y otras moléculas antioxidantes como, glutatión y 

ascorbato entre otras, o enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa (SOD), catalasas, 

tiorredoxinas, glutatión reductasa y glutatión peroxidasa entre otras (Cimino, y col., 1997; Grant y 

Dawes, 1996; Grant y col., 1997; Tamai y col., 1993). La regulación de la capacidad antioxidante en 

las células es de vital importancia, de hecho la presencia de moléculas y enzimas antioxidantes en 

niveles apropiados, determinan el desarrollo normal y la longevidad de las células (Sies, 1993; 

Munkres, 1990). 

La cadena poliénica de los carotenoides es altamente reactiva y rica en electrones, por consiguiente, 

algunas MOR como el 'O" pueden transferir energía al carotenoide formando un triplete de vida 

corta que puede regresar después a su estado basal liberando calor. En la reacción de carotenoides 

con otras moléculas oxidantes es posible la adición de grupos hidroxilo al triplete o la formación de 

epóxidos, apocarotenos o apocarotenales, con la consecuente modificación de la molécula original 

(Schmidt, 1997; Krinsky, 1977; Britton, 1995). Los carotenoides y otros antioxidantes biológicos 

tienen diferente capacidad para neutralizar MOR, la astaxantina y el licopeno se encuentran entre las 

moléculas más eficaces para desactivar '02 (DiMascio y col., 1990). En P. rhodozyma se ha 

sugerido que la astaxantina inactiva al '02 y radicales peroxilo generados en su hábitat natural (flujo 

mucoide de abedules) o debido al metabolismo oxidativo intracelular propio (Schroeder y Johnson, 

1995a y b; Johnson y Schroeder, 1996). 
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2.2 FUENTES DE MOLÉCULAS OXIDANTES 

Existen muchas vías metabólicas que producen moléculas oxigenadas reactivas (MOR) durante el 

crecimiento aeróbico de las levaduras. El superóxido (0,-) y el H,o, s"n intermediarios en la 

reducción de oxígeno molecular a agua. por ello se ha sugerido que la respiración mitocondrial es la 

fuente principal de MOR (Longo y col.. 1996; Ames y col. 1993). Así mismo, se ha reportado que 

las mitocondrias producen 0,- y H,o, a velocidades linealmente dependientes de la concentración de 

oxígeno (Konz y col., 1998). En la generación de MOR también están implicados componentes de la 

cadena respiratoria, como la ubiquinona y flavoenzimas, que primero se reducen y después 

transfieren electrones de NADH al oxígeno formando superóxido (Konz y col., 1998; Turrens y col., 

1985). La presencia en el medio de cultivo de inhibidores de la respiración como la antimicina. 

también produce MOR. En virtud de que la inhibición de la respiración favorece la acumulación de 

flavoproteínas reducidas, es probable que en el mecanismo estén implicadas la autooxidación de 

éstas con la producción simultánea de H,02 y superóxido (Konz y col., 1998; Stadtman, 1992). Por 

otro lado, muchas oxidasas producen H,ü" se pueden mencionar las que oxidan alcoholes y 

aldehídos primarios, y enzimas como citocromo P450 que muchas veces están implicadas en la 

destrucción de compuestos xenobióticos (Corbucci y col., 1986; Konz y col., 1998; Rosner y Storz. 

1997: Ames y col. 1993). Considerando que P. rhodozyma es capaz de consumir etanol y otros 

alcoholes al agotarse los azúcares, es probable que este mecanismo generador de MOR pudiera 

contribuir en la inducción de la síntesis de carotenoides al ocurrir el cambio en el sustrato utilizado. 

Otra enzima. la glutatión reductasa, un componente esencial de la defensa antioxidante de levaduras, 

de igual forma puede reducir al oxígeno a superóxido usando NADH como fuente de electrones. 

Aún cuando el 0,- y H,o, son moléculas relativamente poco reactivas con componentes biológicos. 

pueden convertirse intracelularmente en moléculas extremadamente reactivas como 'O, y radicales 

·OH (Khan y Kasha, 1994; Konz y col., 1998; Gutteridge, 1994; Liu y Thiele, 1997; Ames y col., 

1993). En consecuencia, una excesiva producción de 0,- y H,o, invariablemente producirá otras 

moléculas oxidantes y daño celular a través de mutación, inactivación de enzimas y daño a 

m'o a ,.r., T' •. '. 11"'\{'\A T'. -~ -. __ 1 1n{lO'\ TT __ ¡:-~rm- ...... --..'._ ~ ..... .-1 ... ;;; ..... "' ..... 1 .. 1 ...... ""'" 1 ... me ran s ~1\..nan y 1\..asna, 1 ':1'1'+; ~UIlZ y \,;U 1. , 1770). uua IV IHa ,",VIHUlI u\". UaJ.IV ""' .... lUU . .u .... ~ ..... 

causada por el lO, formado en presencia de moléculas fotosensibles como protoporfirina IX y hemo 

(Am1strong, 1997, 1994; Krinsky, 1977). Aunque no se ha descrito en la literatura, este mecanismo 
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podría ser relevante cuando hay una restricción del flujo de electrones en la cadena respiratoria, ya 

que podría promover la autoxidación de componentes de la cadena respiratoria y la liberación de sus 

fragmentos tales como protoporfirina IX y hemo. Estos en presencia de luz y oxígeno podrían 

producir estrés oxidativo, vía la generación de 'O,. 

2.3 Phaffia rhodozyma 

P. rhodozyma es el estado asexual del microorganismo. Recientemente Golubev (1995) reportó el 

estado sexual y lo nombró Xanlhophyllomyces dendrorhous. Posteriormente los estudios 

moleculares de Fell y Blatt (\ 999) señalaron la existencia de más de una especie de P. rhodozyma, 

por lo que no todas son X dendrorhous (ver también Kucsera y col., 1998; Medwid, 1998). Los 

estudios de Fell y Blatt no incluyeron la cepa NRRL Y-10922 usada en este trabajo, de manera que 

esta cepa puede o no ser la misma especie que P. rhodozyma. Puesto que el problema no puede 

resolverse rápidamente, el Or. Cletus P. Kurtzman (comunicación personal al Dr. S. Sánchez) del 

Agricultural Research Service Culture Collection, Northem Regional Research Laboratory, Peoria, 

IL ha sugerido nombrar la cepa empleada como: Phaffia rhodozyma (estado sexual 

Xanlhophyllomyces dendrorhous). 

P. rhodozyma es un basidiomiceto que está filogénicamente relacionado con otras levaduras 

productoras de carotenoides como Rhodolorula y Cryplococcus, pero se distingue de éstas por su 

capacidad de fermentar azúcares como la glucosa, maltosa, sacarosa y rafinosa (Johnson y An, 

1991). En medios líquidos las células son esféricas u ovoides de 3.5-10.0 Jlm de ancho por 5.0 a 

13.5 Jlm de largo, pero ocasionalmente forma pequeñas cadenas (Miller y col., 1976). Se conoce que 

las cepas silvestres de P. rhodozyma contienen de 300 a 500 Jlg de carotenoides/g lev, constituyendo 

la astaxantina hasta el 85% de éstos. Sin embargo, la proporción puede variar dependiendo de la 

cepa y de las condiciones de cultivo (An y col., 1989; Calo y col., 1995b; Vázquez y col., 1997). 

Además de la astaxantina otros carotenoides presentes en la levadura incluyen a la equinenona, 3-

hidroxiequinenona y foenicoxantina (Andrewes y col., 1976; Andrewes y Starr, 1981). Se han 

aislado mutantes de P. rhodozyma que producen en 6 días de crecimiento más de 3000 Jlg 

astaxantinalg de levadura, sin embargo, determinaciones de carotenoides por fluorescencia en 

células individuales indican que niveles de i 0000 a i 5000 Jlg astaxaniinalg pueden Ob'''''<;f5<; 

(Johnson y An, 1991). Las cepas altamente productoras crecen más lentamente que las cepas nativas 

y con frecuencia son inestables, por lo que todavía es necesario desarrollar mejores cepas de. P. 
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rhodozyma para una eventual producción comercial. P. rhodozyma crece a una temperatura máxima 

de 22 a 25°C. en medios con concentraciones de NaCl de hasta 9% y requiere de biotina para su 

crecimiento. Presenta actividad de ureasa, produce polisacáridos similares al almidón, licúa la 

gelatina y no tiene actividad lipolítica (Miller y col., 1976; Golubev, 1995). Es capaz de asimilar una 

gran variedad de fuentes de carbono incluyendo la D-glucosa, maltosa, sacarosa, celobiosa, 

trehalosa, rafinosa, almidón soluble (latente o negativo), etanol (latente o negativo), D-manitol, 

salicina (débil), a metil glicósido, 2-cetogluconato, lactato (latente), succinato y glicerol (débil). No 

crece en lactosa, galactosa, glucosamina, D-ribosa ni en D-arabinosa. En succinato y en glucono o 
lactona el crecimiento es lento pero se obtienen altas concentraciones de astaxantina. Aparentemente 

las fuentes de carbono de lenta asimilación promueven una mayor pigmentación de las células, pero 

a costa de un menor crecimiento. 

2.4 ASTAXANTINA 

La astaxantina (3,3' -dihidroxi-p,p-caroten-4,4' -diona) es un oxicarotenoide con un peso molecular 

de 596.86. Sus cristales son de color violeta oscuro, con un punto de fusión y de descomposición a 

217-219 oC (Brilton, 1991; Johnson y An, 1991). Es insoluble en soluciones acuosas y soluble en 

solventes orgánicos como diclorometano, cloroformo, acetona y dimetilsulfóxido entre otros 

(Britton, 1991; Johnson y An, 1991; Britton, 1995b). Como todos los carotenoides, la molécula de 

astaxantina es muy sensible al oxígeno, luz, calor, ácidos y álcalis. En consecuencia, durante su 

análisis se debe proteger contra estos agentes (Eugster, 1995; Britton, 1967; Johnson y An, 1991; 

Krinsky, 1979; Johnson y col., 1978; Schiedt y Liaaen-Jensen, 1995; Yuan y Chen, 1998). 

2.5 BIOSÍNTESIS DE CAROTENOIDES y ASTAXANTINA 

Extensos estudios durante los últimos 50 años han establecido que los rasgos generales de la 

formación de carotenoides son similares en plantas superiores, algas, hongos y bacterias (Brarnley, 

1985; Cerdá-Olmedo, 1989; Sánchez y col., 1999; Britton y Goodwing, 1971). Los carotenoides 

comparten las etapas iniciales de síntesis con las vías biosintéticas de una gran variedad de 

isoprenuides iIlcluyendü monoterpcnos, sesquiterpenos, gibere!inas y esteroles, El isopentenil 

pirofosfato (IPP) es el precursor de todos ellos (Disch y col., 1998). La vía más conocida para su 

producción es la del mevalonato, que a partir de acetil-CoA produce IPP, teniendo como 
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intennediarios la hidroximetilglutaril CoA (HMG-CoA) y el mevalonato (Fig. 2.1). La fonnación de 

IPP por esta ruta se consideró hasta hace poco una vía universal en animales, plantas. hongos y 

bacterias (Disch y col., 1998). Sin embargo, recientemente se descubrió una vía alternativa que parte 

de piruvato y gliceraldehído-3-fosfato teniendo como intennediarios la hidroximetiltiamina y la 0-1-

desoxixilulosa. Esta vía se ha descrito en eubacterias (Rohmer y col., 1993), en el alga verde 

Scenedesmus obliqlllls y otras algas unicelulares (Schewender y col., 1996), en las plantas 

superiores (Lichtenthaler y col., 1997) y en cianobacterias, pero no en levaduras (Disch y col., 

1998). El IPP puede isomerizarse a dimetilalil piro fosfato (DMAPP), y mediante la adición 

secuencial de tres moléculas más de IPP se convierte en gerani1-gerani1 piro fosfato (GGPP). Los 

intennediarios fonnados durante estas adiciones son precursores de una gran variedad de 

isoprenoides entre los que se encuentran los esteroles y la ubiquinona (Annstrong, 1997; Armstrong, 

1994; Bach, 1995; Goodwin, 1993). A partir de GGPP hay una gran variedad de rutas para la 

fonnación de carotenoides y xantofilas, dependiendo de cada organismo. Sin embargo, en muchos 

organismos la condensación de dos moléculas de GGPP produce el fitoeno que es' el primer 

precursor de los carotenoides. En organismos no fotosintéticos, una sola enzima lleva a cabo las 

desaturaciones para transformar el fitoeno en neurosporeno. Después una cic\asa actúa sobre los 

extremos de ésta molécula para producir en varios pasos p-caroteno. Las reacciones para introducir 

los grupos oxigenados en los carotenoides tienen las características típicas de las reacciones 

mediadas por monooxigenasas, es decir, requieren de oxígeno, hierro como centro catalítico, dos 

electrones y dos protones (Sandmann, 1994). 

En P. rhodozyma la astaxantina y sus precursores oxigenados se fonnan por la oxidación enzimática 

del p-caroteno (Fig. 2.1). La síntesis de astaxantina es inhibida por metirapone y piperonil butóxido, 

compuestos que inhiben reacciones de monoxidación mediadas por citocromo P450 (Johnson y An 

1991). En otras levaduras, como S. cerevisiae, se ha demostrado que el citocromo P450 participa en 

la desaturación, hidroxilación y fonnación de anillos de intennediarios de la síntesis de estero les 

(Jefcoate, 1986). Considerando estos antecedentes y por analogía, An y col. (1989) han prop'uesto 

que el citocromo P450 o alguna oxigenasa tal como una flavoenzima o peroxidasa podría participar 

en la desaturación y oxigenación de los carotenoides en P. rhodozyma. No obstante, un análisis de 

los genes crl Z y crl W responsables de introducir los grupos oxigenados de la astaxantina en 

bacterias marinas, ha revelado motivos característico, de enzimas que contienen Fe no-hemo 

semejantes a los de las desaturasas de ácidos grasos (Fraser y col. 1997). Es interesante que las 
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desaturasas de ácidos grasos y las hidroxilasas de hidrocarburos tienen un plegamiento similar, 

posiblemente debido que se originaron de un ancestro común (Shanklin y col., 1994). 

La biosíntesis de astaxantina se ha estudiado en los principales microorganismos productores: P. 

rhodozyma. H. pluvialis. Agrobaclerium auranliacum, Alcaligenes sp. En la tabla 2.1 se muestran 

los genes que participan en la biosíntesis de carotenoides en bacterias. Recientemente se han aislado 

de la bacteria marina A. auranliacum. los genes erlE, crlW, crlZ, erlY, crtI y erlB involucrados en la 

formación de astaxantina y sus intermediarios (Misawa et al, 1995). El gen equivalente a crlW 

también ha sido aislado del alga H. pluvialis y se le ha llamado bkl (Kajiwara y col., 1997). Las 

funciones de estos genes fueron determinadas mediante la complementación in vivo en Escherichia 

coli. manteniendo los genes epíficos de la carotenogénesis (presentes en un plásmido) de Erwinia 

uredovora (Sandmann y col., 1990). 

Tabla 2.1. Genes que participan en la biosíntesis de carotenoides en bacterias 

Función enzimática Gen 

Formación de jiloeno y sus precursores 

GGPP sintasa erlE 

Fitoeno sintasa crlB 

Formación de licopeno 

Fitoeno desaturasa crtI 

Formación de fJ-caroteno 

Licopeno ciclasa crlY 

Formación de xanlojilas 

p-caroteno hidroxilasa crlZ 

p-C-4-oxigenasa crlW 

Los productos de los genes crlZ (3.3'-hidroxilasa) y crlW (4,4'-oxigenasa) que participan en la 

inserción de los grupos oxigenados al p-caroteno se han caracterizado en las bacterias A. 

auraliacum, Alcaligenes sp. cepa PC-l y E. uredovora (Misawa et al, 1995). Es¡as enzimas 

requieren de oxígeno y la presencia de Fe2+ como cofactor (Fraser y col., 1997). Además, son 
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bifuncionales en su actividad y se han descrito las diferentes alternativas posibles de oxidación de p

caroteno a astaxantina. La enzima 3,3'-hidroxilasa, por ejemplo. puede introducir grupos hidroxilo 

en las posiciones 3,3' en el anillo de la p-ionona a pesar de la formación previa del grupo ceto en la 

posición 4,4'. La enzima 4,4'-oxigenasa posee la capacidad de introducir grupos celo en las 

posiciones 4,4' a pesar de la hidroxilación previa. Sin embargo. la formación de un grupo ceto es 

más favorable después de la hidroxilación (Fraser y col., 1997). En ensayos in vitro las enzimas 

transformaron carotenoides adicionados directamente a una solución acuosa. La 3,3'-hidroxilasa (de 

A. auranliacum y Alcaligenes sp. cepa pe- 1), convirtió foenicoxantina (adonirrubina) a astaxantina. 

la 3.3'-hidroxiequinenona a 4-cetozeaxantina (adonixantina), la 3'-hidroxiequinenona a 4-

cetozeaxantina y también la equinenona a 4-cetozeaxantina vía 3- y 3'-hidroxiequinenona. Por su 

parte, la 4,4'-oxigenasa (de A. aurantiacum, Alcaligenes sp. cepa pe-I y H pluvialis) convirtió la 4-

cetozeaxantina a astaxantina, la 3-hidroxiequinenona a foenicoxantina, la 3'-hidroxiequinenona a 

foenicoxantina. y la equinenona a cantaxantina (Fraser y col., 1998). Los seis genes descritos 

anteriormente se han introducido en una cepa de C. utilis que acumula ergosterol. Las cepas 

resultantes acumulan licopeno, p-caroteno y astaxantina. La cantidad de astaxantina producida por 

una de las cepas fue semejante a la obtenida eon cepas silvestres de P. rhodozyma. presumiblemente 

al recanalizarse el carbono de la síntesis de ergosterol hacia la síntesis de carotenoides. El mismo 

sistema de transformación se utilizó para P. rhodozyma (Miura y col., 1998, 1998b), aunque los 

genes de biosíntesis de esta levadura son aún desconocidos (Wery y col., 1997). 

Por analogía con la síntesis de otros isoprenoides. es de esperar que al menos algunas de las etapas 

de la síntesis de los carotenoides se lleve a cabo en el retículo endoplasmático liso. Los productos 

podrían también ser transportados al citoplasma en vesículas lípídicas o en complejos con 

lipoproteínas. Los carotenoides generalmente se depositan en la proximidad de los sistemas 

enzimáticos que generan formas tóxicas de oxígeno tales como las mitocondrias y otros 

microcuerpos (peroxisomas, glioxisomas, glioxiperoxisomas). 

2.6 REGULACIÓN DE LA SÍNTESIS DE CAROTENOIDES y DE ASTAXANTINA 

En varios organismos productores de carotenoides se han identificado algunos de los genes cuyos 

productos participan en la regulación por luz, producto final y compuestos químicos entre otros 

(Bramley y Mackenzie, 1988). La fotorregulación de la síntesis de carotenoides ha sido reportada en 
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al menos 15 hongos y en varias algas. Se cree que la traducción de la señal luminosa es mediada por 

radicales libres formados intracelularmente al interactuar la luz, el oxígeno y moléculas 

fotosensibles como la protoporfirina IX, hemo y otras (Bramley y MacKenzie, 1988; Johnson y An, 

1991). Hodgson y Murillo. 1993 han propuesto un interesante modelo de regulación de la síntesis de 

carotenoides en Myxococcus xanthus. en el que el 'O, producido en la membrana celular por la 

interacción entre el O,. la luz azul y la protoporphyrina IX induce la síntesis. Al aumentar la 

concentraciÓn de carotenoides, el 'O, es desactivado y en consecuencia la expresión de los genes 

implicados es reprimida, completándose así el ciclo regulatorio. 

En plantas y en S. cerevisiae, el control global de la vía del mevalonato ocurre en las etapas 

iniciales de la síntesis de isoprenoides (Goldstein y Brown, 1990), particularmente en la enzima 

hidroximetilglutaril-CoA reductasa (HMGR). La formación de mevalonato en S. cerevisise es 

regulada al menos parcialmente por represión catabólica y por la concentración de oxígeno. Debido 

a que esta enzima requiere de NADPH como cofactor, se ha sugerido que la actividad de la enzima 

es regulada también por la relación NADPHINADP+ (Gray, 1987). 

La regulación por producto final o bien por algún intermediario de la biosíntesis es otro mecanismo 

regulatorio común en varios organismos. En las levaduras, la HMGR es retrorregulada por 

intermediarios tempranos y por intermediarios tardíos (regulación cruzada) de la vía de los 

isoprenoides (Hampton y col., 1996; Brown y Goldstein, 1980). En preparaciones complejas de 

membranas (in vitro), la desaturación de fitoeno es inducida por la luz y O" requiriendo de NADP+ o 

F AD como cofactores (Sandmann, 1994; Armstrong, 1994, 1997). Además, la actividad de las 

enzimas fitoendesaturasas de Phycomyces blakesleeanus y de Synechococcus es modulada por los 

carotenos subsiguientes de la vía. La mayor inhibición ocurre con el producto más desaturado, el 

licopeno. Una menor desaturación o la presencia de anillos p-ionona dan lugar a una menor 

inhibición (Sandmann, 1994; Armstrong, 1997). En P. blakesleeanus un mecanismo principal de 

regulación de la síntesis de p-caroteno es por producto final, el cual parece operar a nivel de síntesis 

de proteínas y es mediada por un complejo de p-caroteno y los productos de los genes carS y carA 

(Bejarano y col., 1988; Bramley y Mackenzie, 1988). En P. rhodozyma, la producción de astaxantina 

es inhibida por p-ionona, que posee un anillo análogo a los del p-caroteno (Lewis y col., 1990). 

Además, varias líneas de evidencia indican que la vía de síntesis de astaxantina es retrorregulada 

también por producto final (Johnson y Schroeder, 1996; Schroeder y Johnson, 1995b). 
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La síntesis de astaxantina en P. rhodozyma se reduce drásticamente en condiciones microaerofílicas, 

acumulándose principalmente [3-caroteno y [3-Zeacaroteno (Johnson y Lewis, 1979). Esto sugiere 

que los grupos oxigenados de la astaxantina sólo se forman en presencia de ciertos niveles de 

oxígeno. Johnson y Lewis han sugerido mantener una tensión de oxígeno mayor de 30% para una 

adecuada producción de astaxantina. La presencia de '02 y H¡Ü, fotogenerados artificialmente o de 

inhibidores de la cadena respiratoria como la antimicina, en presencia de luz, inducen la síntesis de 

astaxantina en P. rhodozyma (Schroeder y Johnson, 1995a y b). En virtud de que la antimicina 

puede estimular la producción de especies de oxígeno reactivas, la inducción por antimicina también 

podría ser mediada por estrés oxidativo (An y Johnson, 1990). La estimulación de la carotenogénesis 

por estrés se ha observado en otros microorganismos. En el alga verde H. p/uvia/is la biosíntesis de 

astaxantina está asociada con la formación del quiste celular que ocurre en presencia de O, y de luz 

(Chumpolkulwong et al, 1997). Ambos procesos, la carotenogénesis y el enquistamiento son 

estimulados en condiciones de estrés por sal (Kobayashi et al, 1997; Cordero y col., 1996). La 

síntesis de ubiquinona, que al igual que los carotenoides, tiene como precursor al geranil

geranilpirofosfato, es regulada también por luz, aparentemente en coordinación con la síntesis de 

carotenoides (Johnson y An, 1991). 

Otro mecanismo regulador de la síntesis de carotenoides es la represión catabólica por glucosa. En 

algunas cepas de E. herbico/a (Eho 1 O), así como en Escherichia coli transformada con los genes crl 

de la primera, la biosíntesis es reprimida por glucosa mediante un mecanismo dependiente de 

AMPc. Sin embargo, este efecto no se observa en todas las cepas de E. herbico/a (Armstrong, 1994, 

1997). En cepas nativas de P. rhodozyma y en M xanthus, también existen evidencias de que la 

represión catabólica por carbono es un mecanismo regulatorio (Johnson y Schroeder, 1996; 

Armstrong, 1997). En P. rhodozyma concentraciones altas de glucosa promueven además un 

metabolismo fermentativo (Johnson y Lewis, 1979; Fang y Cheng, 1993). Entre 11 fuentes de 

carbono, la celobiosa produce la mayor pigmentación, pero otros disacáridos como la maltosa y 

sacarosa también dan buenos resultados de pigmentación. Aparentemente las fuentes de carbono de 

asimilación lenta promueven una mayor pigmentación de las células, pero a expensas de un menor 

crecimiento. Es interesante mencionar que otras moléculas implicadas en la defensa antioxidante de 

levaduras también son reprimidas por glucosa. La síntesis de MnSOD es reprimida por glucosa al 

igual que los componentes de la cadena respiratoria. Los niveles de MnSOD y CuZnSOD aumentan 
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significativamente al aumentar la tensión de oxígeno disuelto, lo que podría indicar una regulación 

coordinada con otros componentes al elevarse la concentración de oxígeno (Westerbeek y coL 

1998). 

Otros factores como los cambios en la velocidad de crecimiento, la edad del cultivo, algunos agentes 

quimicos. la limitación de algún nutriente etc. afectan la síntesis de carotenoides en hongos. En la 

mayor parte de los estudios realizados con P. rhodozyma. la formación de astaxantina está asociada 

al crecimiento. en especial en cepas mutantes (Johnson y Lewis, 1979; Fang y Chiou, 1996; Meyer y 

du Preez, 1994a). En contraste, en cepas nativas es común un aumento del contenido de astaxantina 

de las células en la fase estacionaria temprana (Velázquez, 1995). En Rhodotorula y Sporobolomyces 

roseus la síntesis ocurre después de que el crecimiento ha cesado, lo que sugiere que el agotamiento 

de nutrientes o un cambio en la fisiología del microorgailismo disparan en estos casos la 

carotenogénesis. Esto también es común en hongos como P. blakesleeanus y Epicoccum nigrum, en 

los que la síntesis de pigmentos no empieza hasta que el crecimiento ha cesado. En estos casos la 

formación de carotenoides es estimulada por exceso de carbohidratos y deficiencia de nitrógeno 

(Bramley y Mackenzie, 1988). Los carotenoides específicos producidos por P. rhodozyma y el 

contenido celular, puede también ser alterado por cambios en la composición del medio de cultivo y 

por la influencia de otros factores ambientales (Meyer y du Preez, 1994b; Calo y col. 1995a; Meyer 

y du Preez. 1993; Johnson y An, 1991). Algunos grupos de compuestos químicos que se sabe 

afectan la carotenogénesis en diversos microorganismos incluyen terpenos, iononas, aminas, 

alcaloides y antibióticos como la penicilina (Bram1ey y Mackenzie, 1988; Calo y col. 1995a; Meyer 

y du Preez. 1993). Sin embargo, poco o nada se conoce de los mecanismos implicados en la 

estimulación. Otros factores que se han reportado como estimuladores de la formación de 

carotenoides incluyen: alimentación incrementada de fuente de carbono (Fleno y col., 1988; Yamane 

y col.. 1997; Reynders y col., 1996, 1997), presencia de aminoácidos como metionina, valina, 

glicina, triptófano, fenilalanina, tirosina, y leucina (Meyer y col., 1993; Meyer y du Preez, 1994b), 

uso de fuentes de carbono como glicerol (Johnson y col. 1994; Fleno y col. 1994), etanol (Yamane y 

col., 1997, 1997b), acetato (Meyer y du Preez, 1993), xilosa (Parajó y col., 1997,1998), succinato, 

adición de piridoxina, residuos de jitomate, altos o bajos niveles de fosfatos, limitación de hierro, 

cobre, cinc o manganeso, pH, inhibidores de fosfatasas como fluoruro de sodio (Bramley y 

Mackenzie, 1988; Johnson y An, 1991), a-pineno y limoneno (Meyer y col., 1994) entre otros 
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factores (Okagbue y Lewis. 1984b; Hsu y col., 1990; Kakizono y col.. 1992; Kobayashi y col., 1991; 

Acheampong y Martin, 1995; Martin y col., 1993, 1993b). 

2.7 USOS Y PRODUCCIÓN DE LA ASTAXANTlNA 

En los últimos diez años se han considerado muy seriamente a la levadura P. rhodozyma y al alga 

HaematococclIs plllvialis como posibles fuentes comerciales de astaxantina. Sin embargo, las cepas 

silvestres de P. rhodozyma producen astaxantina a concentraciones de solo 500 flg/g o menos 

(Johnson y Lewis. 1979). Para hacer económicamente factible la producción comercial fue necesario 

obtener mutantes con un contenido mínimo de 3000 flg/g. Por ello, se ha dedicado un considerable 

esfuerzo de investigación a la obtención de cepas hiperproductoras (Soon y col., 1992; Adrio y 

Veiga, 1995: Adrio y col,. 1993, 1995; An y col., 1991; Armstrong y Hearst, 1996; Bon y col., 1997; 

Cifuentes y col.. 1997; Girard y col.. 1994; Herrera y col., 1997; Jacobson y col., 1995; Lewis y col., 

1990; An y col., 1996; Misawa y col., 1990, 1991; Nagy y col., 1997; Pa1agyi y col., 1995; Perry y 

col., 1986; Prevatt y col., 1991; Santopietro y col., 1995; Chapman y col., 1991; Hunter y col., 1994; 

Wery y col.. 1996. 1997). En esta década varias compañías como Phillips Petroleum, Ingene, 

Universal Foods y Gist Brocades han iniciado o anunciado la producción comercial de astaxantina 

utilizando esta levadura (Johnson y Schroeder, 1995). Por otra parte. la compañía Microbio 

Resources Inc. ha desarrollado un proceso que emplea el alga Haematoccocus pluvialis. El producto 

se comercializa con el nombre de AIgaxan Red, i!I con un contenido de astaxantina del 1 %, que 

compite favorablemente con la astaxantina producida sintéticamente (Johnson y Schroeder, 1995). 

Las compañías Roche y BASF son las mayores productoras de carotenoides sintéticos en el mundo 

(Nono mura. 1990; Paust, 1996; Pfander y col., 1996). Estas compañías producen los carotenoides 

siguientes: p,p-carote"no, cantaxantina y astaxantina, y los apocarotenoides citranaxantina, p-apo-8'

carotenal y el éster etílico del ácido p-apo-8-carotenoico. Roche comercializa un producto 

denominado Carophyll pink que contiene 5% de astaxantina (Bernhard, 1990). Una parte esencial 

del proceso industrial, aunque costosa, es la transformación del compuesto puro y cristalino en 

formulaciones apropiadas para diferentes aplicaciones comerciales (Britton y col., 1996) . .La 

astaxantina se comercializa a un precio de más de $2000 USD por kilogramo. 
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La astaxantina y otros carotenoides se han usado tradicionalmente como pigmentos en dietas de 

salmón, trucha, gamba y camarón criados en cautiverio (Nakano y col., 1995, 1999; Simpson y col., 

1981; Nelis y De Leenheer, 1991; Johnson y col., 1980; Klaui y Bauemfeind, 1981; F1etcher, 1992; 

Gobantes y col., 1998; Marusich y Bauemfeind, 1981; Spencer, 1989; Feofilova, 1994; Okagbue y 

Lewis, 1984). Durante los últimos 5 años, en México se han producido notables aumentos en el 

cultivo de camarón y en la demanda de productos ricos en astaxantina para su pigmentación. Por 

otro lado. la astaxantina es también un potente antioxidante, con una actividad que podría ser 

superior a la del ~-caroteno y otros carotenoides presentes en plantas tales como la luteína, 

zeaxantina, ~-criptoxantina y cantaxantina (DiMascio, 1990; Schroeder y Johnson, 1995a y 1995b). 

Por ello en los últimos 10 años, se ha generado un interés considerable en la astaxantina y otros 

carotenoides al considerárseles posibles preventivos de cáncer (Block y col., 1992; Olson y Krinsky, 

1995; Johnson y Schroeder, 1995b; Mobarhan y col., 1994; Peng y col., 1998), arteriosclerosis 

(Gaziano, 1994; Fuhrman, 1997; Gey, 1998), cataratas (Tso y Lam, 1996; Seddon y col., 1994) y 

otras enfermedades degenerativas producidas por daño fotoxidativo (Mathews-Roth, 1993; Palozza 

y Krinsky, 1992; Schroeder y Johnson, 1993; Ying y Cheng, 1997; Parker, 1996). Otro motivo de 

interés de los carotenoides en la prevención de enfermedades se debe a su capacidad de estimular la 

respuesta inmune en mamíferos (Mayne 1996; Schmidt, 1997). 

2.8 PRODUCCIÓN Y REASIMlLACIÓN DE ETANOL EN LEVADURAS. 

Una peculiaridad de P. rhodozyma enire las levaduras carotenogénicas es su capacidad de fermentar 

a la glucosa (Johnson y Lewis, 1979). Concentraciones iniciales de glucosa mayores de 10-15 mg/ml 

y/o bajas tensiones de oxígeno promueven el metabolismo fermentativo en Phaffia rhodozyma. En 

estas condiciones la producción de astaxantina se reduce notablemente en paralelo con el 

rendimiento celular (Yxls) Y 11m" (Johnson y Lewis, 1979; Fang y Cheng, 1993). Durante la 

fermentación, el piruvato procedente de la glucólisis es convertido a etanol y en menor grado a ácido 

acético. Esto se debe principalmente a los ampliamente conocidos efectos represivos de la glucosa 

sobre enzimas respiratorias y del ciclo de Krebs (Heinisch y Hollenberg, 1993; Vries y Marres, 

1987). En contraste, al disminuir la concentración de glucosa y aumentar la de oxígeno muchas 

levaduras incluyendo P. rhodozyma, son capaces de utilizar fuentes de carbono no fermentables 

como el etanol (Pons y col., 1986; Yamane y col., 1997b). El etanol generalmente es oxidado vía 

acetaldehído-acetato-acetil-CoA para alimentar el ciclo de Krebs. (Vries y Marres, 1987; Heinisch y 
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Hollenberg, 1993). Los efectos producidos por el etanol en cerca de 60 tipos diferentes de células 

incluyendo bacterias, levaduras, hongos, animales y plantas han sido estudiados por lones. (1989). 

En las levaduras los efectos directos del etanol sobre vías metabólicas parecen ser mínimos 

comparados con los producidos por su metabolismo. Efectos que son comunes en todos los tipos de 

células incluyen: 1). Aumento de la relación NAOHINAO' y la consecuente inhibición del ciclo de 

Krebs 2). Bloqueo de la división celular y de la replicación 3). Afecta negativamente la viabilidad 

(>5-15 mg etanol/mi) 4). Acumulación de acetaldehído y de acetato. 

En muchos tipos de células incluyendo a las levaduras, la enzima alcohol deshidrogenasa (AOH) 

depende de NAO· como cofactor (lones, 1989). Por esta razón, el metabolismo de etanol eleva la 

relación NAOHINAO- en las células, ocasionando importantes consecuencias como: a) Inhibición 

de la conversión de piruvato a acetil-CoA. b) Inhibición de la descarboxilación oxidativa en el ciclo 

de Krebs c) Disminución de la respiración y de la gluconeogénesis (> 10 mg etanol/mi). En 

condiciones oxidativas el ciclo de Krebs es la única fuente de esqueletos carbonados y ATP para la 

síntesis de aminoácidos, ácidos nucleicos y para la gluconeogénesis. En consecuencia, la inhibición 

controla el crecimiento por deficiencia de precursores para la síntesis. Se ha postulado que la 

tolerancia de las levaduras a etanol en condiciones oxidativas se debe a la mutación en enzimas 

AOH, lo que reduce la velocidad de oxidación de etanol y en consecuencia la inhibición del ciclo de 

Krebs. 

La vía más universal del metabolismo de acetaldehído es catalizada por la enzima aldehído 

deshidrogenasa (lones, 1989): acetaldehído + H,O + NAO(P)' --~) acetato + NAO(P)H + W 

La producción de NAO(P)H amplifica el desbalance redox y la inhibición del ciclo de Krebs. 

Además, el acetato producido por esta reacción inhibe las enzimas del ciclo del glioxilato, alterando 

el metabolismo de lípidos y causando la acumulación de acetil-CoA. Este último evento regula a su 

vez las etapas metabólicas sensibl",s a la disponibilidad de acetil-CoA (lones, 1989). Phaffia es muy 

sensible a inhibición por ácido acético, sin embargo, este efecto es menos severo en presencia de 

glucosa. El crecimiento se inhibe por completo a concentraciones tan bajas como 2 mg/ml (Meyer y 

du Preez, 1993). El ~cetaldehído es también un potente inhibidor de las funciones celulares a 

concentraciones por arriba de 500 ¡.1M. Puesto que el desbalance de NAOHINAO' inhibe enzimas 

que consumen acetaldehído, la posibilidad de acumulación es real (lones, 1989). Los siguientes son 

algunos efectos documentados del acetaldehído: 1) La síntesis de RNA in vitro se inhibe a 10 mM 2) 
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Ocurre ruptura de DNA a concentraciones tan bajas como 20 !-1M, la síntesis se bloquea in vitro a 

250 mM. 3) A mayores concentraciones el DNA se entrecruza y puede ocurrir también 

entrecruzamiento de DNA-proteína 4). La síntesis de proteína es inhibida 50% in vivo a 60 mM 5). 

Otras enzimas membranales pueden inhibirse son la A TPase, succinato deshidrogenasa, cytochromo 

oxidasa. Todo esto se ha sugerido como posibles causas que bloquean el metabolismo funcional de 

levaduras que utilizan etanol. 

2.9 JUSTIFICACIÓN 

Varios trabajos en la literatura han mostrado que diversos factores ambientales, incluyendo los 

constituyentes del medio de cultivo, afectan la síntesis de astaxantina en P. rhodozyma (Johnson y 

An 1991). Es decir, la producción de astaxantina puede alterarse mediante la manipulación de las 

condiciones de cultivo. El cultivo en lote alimentado es un sistema que permite una gran flexibilidad 

para controlar las condiciones de cultivo en virtud de que en este sistema pueden adicionarse 

nutrientes (sustrato limitante por ejemplo) o precursores de productos del metabolismo. Otras 

ventajas en comparación con otros sistemas de cultivo incluyen: a). La concentración celular puede 

incrementarse por un factor de 5-10 comparado con un cultivo en lote b). Las condiciones de cultivo 

pueden controlarse inicialmente para producir una alta concentración celular y después para una 

óptima síntesis del producto c). Es posible adicionar la fuente de carbono de acuerdo a la demanda 

para mantener concentraciones relativamente bajas en el medio de cultivo y así eliminar o minimizar 

efectos de represión catabólica por fuente de carbono d). Permite utilizar precursores u otras 

sustancias que inhiben el crecimiento a concentraciones moderadas. En levaduras, los azúcares 

tienen efectos regulatorios sobre muchas enzimas. En particular, altas concentraciones de glucosa 

promueven la formación de etanol y reducen el rendimiento de biomasa (Yxls), aún en presencia de 

oxígeno. Para obtener altos rendimientos de levadura se ha sugerido que el crecimiento debe llevarse 

a cabo en condiciones de limitación de sustrato. De aquí que durante décadas se haya reconocido la 

necesidad de una cuidadosa dosificación de sustrato en cultivos en lote alimentado. Por otra parte, la 

biosíntesis de muchos productos del metabolismo secundario de los microorganismos parece estar 

estrechamente ligada al metabolismo de nitrógeno (Grafe, 1982). Esto se debe a lo siguiente: a). Se 

sospecha que la limitación de nitrógeno dispara la expresión del metabolismo secundario b). ün 

exceso de nitrógeno amoniacal o amínico puede suprimir la síntesis c). La adición de fuentes de 

nitrógeno poco después de iniciada la producción puede suprimir la síntesis de metabolitos d). 
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Algunos aminoácidos y compuestos nitrogenados estimulan el metabolismo secundario, al parecer 

participando como disparadores de la diferenciación e). Altos niveles de amonio pueden suprimir el 

metabolismo secundario y también la diferenciación morfológica. Las causas de estos fenómenos 

parecen ser muy complejas y se entienden pobremente hasta ahora, sin embargo, reflejan la 

importancia del metabolismo de nitrógeno en el metabolismo secundario de muchos 

microorganismos. Considerando que se han realizado muy pocos estudios en lote alimentado con P. 

rhodozyma. así como la importancia de la dosificación de sustrato y del metabolismo de nitrógeno 

en la síntesis de metabolitos secundarios, se decidió llevar a cabo un diseño factorial fraccionado 23
.' 

para estudiar los efectos de la velocidad de alimentación de sustrato, la concentración de la fuente 

de nitrógeno y el uso de dos fuentes de nitrógeno, extracto de levadura (EL) o una mezcla de 

extracto de levadura/sulfato de amonio. sobre la producción de carotenoides en este sistema de 

cultivo. Para esto se tomó como base el medio optimizado por Velázquez (1995) en el que se logró, 

usando un fermentador de 4 L, una producción máxima de carotenoides de 11.3 Ilg/m en cultivos en 

lote. 

En experimentos con diseños factoriales, en muchos casos no es necesano realizar todos los 

experimentos del factorial completo para obtener una idea clara de los efectos de los factores 

estudiados (Box y col. 1989). Esto se debe a que la importancia de los efectos principales tiende a 

ser mayor que los de las interacciones de dos factores, que a su vez tienden a ser mayores que las 

interacciones de 3 factores y así sucesivamente. Sí se puede prescindir de las interacciones entre los 

factores, la información sobre los efectos principales puede obtenerse con frecuencia realizando sólo 

una fracción del diseño factorial completo. Para estudiar 3 factores a dos concentraciones diferentes 

designadas + para valor alto y - para el valor bajo, se requieren de 23 = 8 experimentos (factorial 

completo). Considerando que cada experimento en fermentador requiere de aproximadamente un 

mes de trabajo, se decidió realizar inicialmente solo la mitad de los experimentos de diseño factorial 

completo. Después de analizar los resultados y en es;>ecial las cinéticas de los experimentos 

realizados, se tomó la decisión de no realizar los experimentos restantes. En su lugar, se plantearon 

experimentos para estudiar el efecto de diferentes nutrientes en medios químicamente definidos 

como se describe a continuación. 

Durante el curso de la evolución los microorganismos necesariamente debieron adquirir una gran 

flexibilidad para adaptarse a cambios ambientales como ¡a disponibilidad de nutrientes, temperatura, 
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pH etc .. La limitación de nutrientes produce un gran número de respuestas adaptativas, una de las 

cuales es la producción de metabolitos secundarios. En muchos casos la producción de metabolitos 

secundarios es parte de una estrategia de supervivencia en ciertos ambientes y por ello es una 

propiedad estable en los microorganismos. Varios investigadores han estudiado los efectos de 

diferentes ingredientes sobre P. rhodozyma en medios que contienen fuentes complejas de nutrientes 

como la peptona, extracto de malta, extracto de levadura y jugo de uva entre otros (Schroeder y 

Johnson. 1995a; Meyer y du Preez, 1 994a; Fang y Cheng, 1993; Parajó y col., 1998b; Acheampong 

y Martin, 1995; Vázquez y Martin, 1998). Aunque estos medios son útiles porque contienen todos 

los nutrientes, tienen la desventaja de no tener una composición química definida y, además, en 

muchos casos la composición puede ser variable. Debido a que no es posible identificar al nutriente 

limitante. los resultados obtenidos en éstos medios son muchas veces dificiles de interpretar y 

fácilmente se pueden pasar por alto efectos regulatorios importantes. Por ello, para estudiar los 

efectos de los diferentes componentes del medio de cultivo siempre es deseable hacerlo en medios 

químicamente definidos. En un experimento preliminar (en fermentador), se observó un efecto 

negativo en la producción de carotenoides al adicionar un cóctel de sales minerales. Con estos 

antecedentes y considerando que se conoce muy poco o nada sobre la producción de astaxantina con 

P. rhodozyma en medios mínimos, la segunda parte de este trabajo se dedicó a investigar los efectos 

de diferentes componentes del medio sobre la producción del pigmento. Considerando lo anterior se 

plantearon las siguientes: 

2.10 HIPÓTESIS 

• La producción de carotenoides puede mejorarse mediante el establecimiento de cultivos en 

lote alimentado a alta densidad celular (>50 mg/ml). 

• La velocidad de adición de sustrato, la concentración de nitrógeno y la fuente de nitrógeno son 

factores que afectan substancialmente la producción de carotenoides en cultivos por lote 

alimentado de P. rhodozyma. 

• Las condiciones óptimas para la producción de astaxantina no necesariamente cuindden Cüil' . 

las condiciones óptimas para el crecimiento de P. rhodozyma. 
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• El estudio de los efectos del amonio, fosfatos, magnesio, potasio, cobre y hierro en medios 

químicamente definidos, permitirá un mejor entendimiento del metabolismo y de la regulación de 

la síntesis de carotenoides en P. rhodozyma. 

Considerando éstas hipótesis se plantearon los siguientes: 

2.11 OBJETIVOS 

1.- Establecer en fermentador cultivos por lote alimentado de P. rhodozyma a densidades celulares 

de al menos 50 mg/ml. 

2.- Estudiar los efectos de la velocidad de alimentación de fuente de carbono, la relación 

carbono/nitrógeno y el uso de dos fuentes de nitrógeno en cultivos por lote alimentado para 

establecer las mejores condiciones para la producción de carotenoides en este sistema de cultivo. 

3.- Investigar el efecto de la concentración de nitrógeno, fosfato, magnesio, cobre, hierro y potasio 

en la producción de carotenoides y astaxantina por P. rhodozyma en medios químicamente 

definidos. 

De los objetivos anteriores se derivaron los siguientes objetivos particulares: 

• Alcanzar una concentración superior a 25 Ilg/ml de carotenoides totales en un cultivo con 

una densidad celular de al menos 50 mg/ml de P. rhodozyma. 

• Analizar la regulación de la síntesis de carotenoides a partir de los efectos observados en 

medios químicamente definidos con diferentes concentraciones de nitrógeno, fosfato, magnesio, 

cobre, hierro y potasio. 

28 



3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Establecer las condiciones para cultivo 
alimentado en fermentador. 
(Experimentos 1 y 2) 

~ 
Diseño factorial para estudiar en fermentador 
efectos de: velocidad de adición de sacarosa, 
relación CIN y fuente de nitrógeno. 
(Experimentos 3, 4, 5 Y 6) 

+ 
Cultivo alimentado con adición de sales 
minerales. (Experimento 8). 

Decisión de estudiar el 
efecto de la concentración 
de nutrientes en matraz 

, 
Establecer un medio químicamente definido para 
el cultivo de P. rhodozyma. 

~ 
Estudiar el efecto de N, P, K, Mg, Fe y Cu en 
cultivos de P. rhodozyma. 

, 
Estudiar el efecto de citrato en P. rhodozyma. 

I I 
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4 MA TERIAL Y MÉTODOS 

4.1 MICROORGANISMO 

Se utilizó una cepa silvestre de Phaffia rhodozyrna NRRL-Y -10922 (estado sexual 

Xanthophyllomyces dendrorhous) la cual fue proporcionada por el Agricultural Research Service 

Culture Collection. Northem Regional Research Laboratory, Peoria, IL. 

4.2 OBTENCIÓN DE MUESTRAS 

Las muestras de los experimentos en fermentador (50 mI aprox.) se mantuvieron congeladas a -20 

OC hasta su análisis. En los experimentos en matraz, al concluir la incubación se retiraron los 

matraces de la incubadora. se tomaron en tubos de ensaye las muestras requeridas para peso seco (6 

mL) y proteína (2 mi). Estas muestras se centrifugaron a 3500 Lp.m. durante ID minutos en una 

centrífuga clínica. Después de separar el sobrenadante, el paquete celular lavado con 5 mI de agua 

destilada. se centrifugó nuevamente y se usó para los análisis respectivos. Los sobrenadantes y los 

restantes de las muestras el medio fermentado se conservaron por separado en congelación a -20 oC 

hasta que se realizaron los análisis restantes. 

4.3 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNA 

Se usó el método de Biuret como se describe en Gomall y col., 1949. Este método se basa en la 

formación de complejos de color púrpura por la reacción de sustancias que contienen enlaces 

peptídicos con soluciones alcalinas de sales de cobre. Para disolver la proteína contenida en el 

paquete celular obtenido por centrifugación de 2-3 mI de caldo fermentado (1 a 10 mg de proteína), 

las células se resuspendieron en 0.5 mi de NAOH I N Y calentaron en baño María (90 oC) durante 20 

minutos. Después de enfriar, las muestras con la proteína disuelta se llevaron a I mi con agua 

destilada y se les agregaron 4 mi del reactivo de Birue!. El desarrollo de color se determinó a 550 nm 

en un espectro fotómetro (Spectronic Instruments 21 D) después de 30 minutos de reacción y de 

centrifugar a 3500 r.p.m. dürante 5 minütos para sepaI'at lus n::sios celuiares. Ei bianco se preparó 

mezclando 4 mi de reactivo de Biuret con I mi de agua. La curva de calibración se preparó usando 

albúmina bovina. 
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4.4 DETERMINACIÓN DE PESO SECO 

El paquete celular obtenido de 5-6 mI de caldo fermentado se lavó una vez y después se suspendió 

en aproximadamente 3 mI de agua bidestilada. La suspensión se vació sobre charolas de aluminio 

previamente puestas a peso constante. Las muestras se secaron a 95 oC durante 48 horas. después se 

enfriaron en desecador y finalmente fueron pesadas. 

4.S EXTRACCIÓN DE CAROTENOIDE5. 

Se realizó de acuerdo a Sedmak. 1990. En tubos de ensaye de 20-ml se tomaron muestras de caldo 

fermentado conteniendo aproximadamente 2.5 mg de células (0.3 mI). Las muestras se centrifugaron 

por lO minutos a 5000 r.p.m. en una centrífuga de ángulo fijo modelo Lourdes (Vemitron Medical 

Products, [ncl. El so':>renadante se removió cuidadosamente y a cada tubo se le adicionó 0.5-1 mI de 

perlas de vidrio (0.5 mm) y 1 mI de dimetilsulfóxido precalentado a 57 oC. Después de I minuto en 

baño María a esta temperatura las células se rompieron agitando vigorosamente en vortex durante 40 

segundos. Después de agregar a cada tubo 0.1 mI de una solución de fosfato de sodio (0.01 M) Y 2.5 

mI de una mezcla 50:50 (v/v) de hexano:acetato de etilo los tubos se agitaron vigorosamente en 

vortex durante 1 minuto adicional para extraer los carotenoides. Las fases orgánica y acuosa se 

separaron por centrifugación a 5000 r.p.m. durante 5 minutos; la fase orgánica conteniendo los 

carotenoides se leyó en un espectro fotómetro Spectronic 21 D a 480 nm. La concentración de 

carotenoides se calculó usando un coeficiente de extinción de 2100 en la ecuación: 

¡.¡g carolenoides 10000 x A x Vs 

A 

1% 

EICIII 
Vs 

Vm 

mi 
= 1% 

Vmx(E'cm) 

absorbencia a 480 nm 

coeficiente de extinción específico para astaxantina 

volumen final de solvente (mI) 

volumen de muestra (mI) 
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4.6 SEPARACIÓN DE CAROTENOIDES POR CROMA TOGRAFÍA EN CAPA FINA 

Los pigmentos que se aplicaron a placas de cromatogratla se extrajeron de forma similar a como se 

describió arriba, con la excepción de que la extracción se hizo dos veces con 3 mi de hexano en 

lugar usar la mezcla hexano:acetato de etilo (se tomaron muestras de caldo fermentado de 0.4-0.5 

mi). Esta moditlcación permitió obtener un pigmento más seco luego de evaporar el hexano en una 

corriente de nitrógeno. Tras ello, los tubos conteniendo el pigmento seco se sellaron con parat1lm y 

se guardaron en congelación y protegidos de la luz hasta su análisis. Las cromatografías se 

realizaron sobre placas de sílica gel 60 de 10 x 20 cm (E. Merck AG, Darmstad, Alemania). El 

pigmento de cada muestra se disolvió en 30-50 ¡tI de hexano de los que se tomaron 8 ¡tI para su 

aplicación en la placa. En cada placa se hizo al menos una aplicación de 2 ¡tI del estándar de 

astaxantina (ver abajo). La elución de las muestras aplicadas se hizo en una cámara saturada 

(protegida de la luz) conteniendo 60 mi de una mezcla de éter de petróleo/acetona 80:20. La 

identitlcación de la astaxantina se llevó a cabo por comparación de Rf de los pigmentos separados y 

el del estándar. La cuantitlcación de astaxantina se realizó por medio de un densitómetro marca 

CAMAG TLC scanner ii. 

4.7 PREPARACIÓN DEL ESTÁNDAR DE ASTAXAN77NA 

Se pesaron 21 mg de astaxantina pura (obtenido de Roche por E. Velázquez) y se disolvieron en 25 

mi de diclorometano frío. En viales ámbar de 2 mi se colocaron aliquotas de 0.1 mi de la solución. 

Después de evaporar el solvente en una corriente de nitrógeno los viales se sellaron con parat1lm y 

se conservaron en refrigeración a -20 oc. Para aplicar a las placas de cromatogratla, el contenido de 

un vial (84 ¡tg de astaxantina pura) se disolvió en 1.5 mi de diclorometano, de esta solución se 

aplicaron 2 ¡tI. Para checar la concentración de astaxantina se agrega a un vial: 0.5 mi de 

diclorometano, 0.1 mi de etanol y I mi de hexano. De esta solución se toma 0.5 mi y se lleva a 25 mi 

con hexano. Se lee la absorbencia a 472 nm y se cuantitlca con la siguiente ecuación: 

¡tg de astaxantina/vial = (Ax 1.6x25) /(0.21 OxO.5) 
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4.8 DETERMINACIÓN DE AZÚCARES REDUCTORES 

Muestras conteniendo 0.2 a 0.6 mg de azúcares reductores se colocaron en tubos de ensaye y se 

llevaron a I mi con agua destilada. Para hidrolizar la sacarosa se adicio,¡aron 30 flL de ácido 

clorhídrico concentrado (37%) a cada muestra. Después, las muestras se mantienen en baño María 

durante 8 mínutos a 90 oC. En virtud de que el desarrollo de color solo ocurre a pH alcalino, el ácido 

se neutralizó adicionando 30 flL de una solución al 40% de NaOH. A continuación se llevaron las 

muestras a 3 mI con agua destilada, se adicionaron 3 mI de reactivo DNS y se siguió el 

procedimiento descrito por Miller, 1959. La curva estándar se preparó con sacarosa pura que se 

hidrolizó en las mismas condiciones. 

4.9 DETERMINACIÓN DE AMONIO RESIDUAL 

El amonio fue analizado en los sobrenadantes mediante el método de Berthelot que se basa en la 

reacción colorida de fenol-hipoclorito como se describe en Weatherbum (\ 967). A una alicuota del 

medio de cultivo se le agregan 2.5 mI de una solución conteniendo fenol (\%) y Na,(Fe(CN), NO) 

2H,o (0.005%). Después de agitar se agregaron 2.5 mI de una solución que contenía NaC10 (0.05%) 

y sosa (0.5%) manteniendo la agitación. La absorbancia se mide después de 30 minutos a 625 nm. 

La curva estándar se preparó con cloruro de amonio (Baker"'). 

4.10 DETERMINACIÓN DE FOSFATO RESIDUAL 

El fosfato fue determinado por el método colorimétrico de Jones que se basa en la reacción entre los 

fosfatos del medio con (NH4)6 Mo, 0 24 4H,o en presencia de ácido sulfúrico y sulfato ferroso como 

se describe en Sumner (\ 944). Una alicuota del medio de cultivo se diluyó con agua libre de 

fosfatos, a esta se le adicionaron 0.5 mI de una solución de molibdato de amonio al 6%. Después se 

adicionó un volumen igual de ácido sufúrico 7.5 N y finalmente 0.4 mI de una solución recién 

preparada de sulfato ferroso (9.8% en ácido sufúrico 0.15 N). Luego de 10 minutos se determinó la 

absorbancia a 595 nm. La curva estándar de fosfatos se preparó con fosfato monobásico de sodio 

(Baker"'). 
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4.11 MEDICIÓN DE pH 

El pH se detenninó con un potenciómetro digital marca Beckman (modelo 350) precalibrado con 

soluciones de pH de 4.0 y 7.0 respectivamente. 

4.12 DETERMINACIÓN DE ALCOHOLES 

El etanol y otros alcoholes presentes en el medio de cultivo se detenninaron por cromatografia de 

gases a partir de los sobrenadantes. Se usó una columna Carbowax 1540 (20%), Porapak Q de 2 m 

de largo a una temperatura de 175 oc. Se usó nitrógeno a un flujo de 28 ml/min como gas de arrastre 

y un detector de ionización de flama a una temperatura de 250 oC. 

4.13 CÁLCULO DE RENDIMIENTO (Yx/s) 

El rendimiento puntual se calculó considerando intervalos de 30 horas: 

Yx/s c/30 h= g levadura producidos en las últimas 30 h1g azúcar consumidos en las últimas 30 h 

El rendimiento acumulado se calculó a diferentes tiempos durante la fennentación: 

Yx/s= g totales de células producidas/g totales de azúcares consumidos 

4.14 MEDIOS PARA CONSERVACIÓ'" y PREPARACIÓN DE INÓCULO 

Para conservación por períodos prolongados, la cepa se liofilizó en leche descremada al 10%. 

Después de recuperarla de la ampolleta de liofilizado, se conservó en placas de agar YM a 4°C 

realizando resiembras cada mes por un máximo de tres meses. El medio para conservación contenía 

(agar-YM): extracto de levadura 0.3%, extracto de malta 0.3%. glucosa 1.0%, bactopeptona 0.5% y 

agar 1.5%. La propagación de los inóculos se llevó a cabo en matraces de 250 mi conteniendo 32 mi 

de medio líquido YM, que contenía los mismos componentes con excepción del agar. Después de 

esterilizaí lüs niatraces a 1.05 kgícm? durante 20 minutos, éstos se enfriaron y se sembraron con una 

asada de la levadura raspada de una caja conservada en refrigeración por menos de un mes. Después 
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los matraces se incubaron a 21-22 oC durante 36 horas en una agitadora Gallenkamp a 160 r.p.m .. 

Cualquier diferencia con relación a este procedimiento se indica donde aplica. 

4.15 EXPERIMENTOS PARA ESTABLECER LAS CONDICIONES DE CULTIVO EN LOTE 
ALIMENTADO 

Todos los experimentos en fermentador se realizaron en un sistema New Brunswick de 4 I de 

capacidad nominal que se muestra esquemáticamente en la fig. 4.1. En todos los casos la aireación 

fue 5.6 l/minuto (Std) y la temperatura 21-22 oc. 

Experimento l. Para alcanzar una densidad celular mayor de 40 mg/ml y una concentración de 

carotenoides totales superior a los 11.3 flg/ml obtenidos previamente por Velázquez, 1995, se usó un 

medio para el lote alimentado con las mismas proporciones de nutrientes que el medio optimizado 

en el trabajo citado. 

Inicio del cultivo. Para iniciar el cultivo se emplearon (g): sacarosa, 90; fosfato monobásico de 

potasio, 16; antiespumante (mi), 3.0; sulfato de amonio 18; extracto de levadura, 40 yagua de la 

llave hasta 3000 mI. Este medio de cultivo se esterilizó en el fermentador durante 15 minutos a 1.5 

kg/cm' (120 OC), junto con mangueras y electrodos. Después de adicionar al fermentador un inóculo 

de 26 h de edad (4 matraces con 32 mi de medio c/u) las condiciones del cultivo se ajustaron como 

sigue: agitación 500 r.p.m.; pH 4.5-6.1. 

Cultivo en lote alimentado. El medio para el cultivo alimentado se preparó con (g): sacarosa, 850; 

extracto de levadura 36 yagua de la llave. Previamente la sacarosa se disolvió en 1750 mi de agua 

de la llave y el extracto de levadura en 250 mi y se esterilizaron por separado. Ya frías se mezclaron 

las soluciones para hacer un volumen total de 2000 mi aproximadamente. El flujo de alimentación 

fue 15 ml/h. La alimentación de medio fresco Sé: inició 28 horas después de inocular el fermentador. 

Las condiciones durante el cultivo por lote alimentado fueron las mismas que se describieron arriba 

con la excepción de la agitación y pH que se ajustaron a 650 r.p.m. y 4.8 respectivamente. Las 

muestras de caldo de fermentación se tomaron después de drenar aproximadaInente 40 ml. El control" 

de pH se llevó a cabo automáticamente con una solución de hidróxido de amonio (5.3 N). 
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Fig. 4.1. Esquema del sistema de fermentación utilizado. 
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medio 

Experimento 2. Se llevó a cabo en las mismas condiciones del experimento 3 que se describe 

enseguida. Sin embargo, a diferencia de este último el experimento 2 ilustra como una excesiva 

alimentación de sustrato durante las primeras 24 horas del cultivo alimentado, suprime 

prácticamente por completo la síntesis de carotenoides (por falla de la bomba dosificadora se 

alimentó a un flujo de 25 ml/h). 

4.16 EXPERIMENTOS EN FERMENTADOR PARA ESTUDIAR 3 FACTORES EN UN DISEÑO 
FACTORIAL ;J-1. 

Se llevaron a cabo una serie de 4 experimentos en fermentador para estudiar el efecto de la velocidad 

de alimentación de medio (sacarosa), la relación carbono/nitrógeno y dos fuentes de nitrógeno sobre 

el crecimiento, el rendimiento (Yx/s) y la producción de carotenoides en P. rhodozyma. Los 

experimentos realizados fueron los correspondientes al diseño factorial 23-1 que se muestra en la 

tabla 4.1. 
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I 

Tabla 4.1: Diseño factorial 23
-
1 para estudiar el efecto de la velocidad de adición de sacarosa, la 

relación CIN y dos fuentes de nitrógeno sobre la producción de carotenoides por P. rhodozyma. 

Experimento No. Factor variable 

! Vel. adición sacarosa Fuente de nitrógeno Relación CIN 

I I glh 
I ~-----~I-----------------~--------------+---------------~ 
I Experimen~~_3 _____ ~ _______ + _______ + __ ---c:---_:-;+---c ___ + ___ -;;c;--___ -----ir 
~ 7.2 Amonio/extracto 21 

, Experimento 4 

I 4.7 Extracto 21 I 
I Experimento 5 - + + I 
L ________________________________ ---------------------------------,--;--:-----t-~----i 

4.7 Amonio/extracto 24 

Experimento 6 + + 

7.2 Extracto 24 

En los 4 experimentos (3-6) se siguió un procedimiento similar, como se describe a continuación. 

Inóculo. Los matraces conteniendo medio líquido YM (32 mi c/u) una vez esterilizados y fríos se 

inocularon raspando una asada de una caja de 48 a 72 horas de edad, sembrada a partir otra caja de 

igual edad, proveniente de un glicerol conservado a - 20 oC. Después de inocular los matraces se 

incubaron por 24 h a 150 r.p.m. 

Para iniciar cada experimento se cargó al fermentador (g): sacarosa, 90; fosfato mono básico de 

potasio, 4.5; antiespumante (mi), 2.0; sulfato de amonio 3 (experimentos 4 y 6) o 15 (experimentos 3 

y 5); extracto de levadura 20 yagua de la llave hasta 2800 mI. El medio para el cultivo alimentado 

se preparó con: sacarosa, 650; extracto de levadura 87 (experimentos 3 ;' 5) o 150 (experimento 4) o 

130 (experimento 6) y fosfato mono básico de potasio 20 yagua de la llave. El fermentador limpio 

conteniendo la sacarosa se esterilizó junto con mangueras, electrodos y probeta de 1000 mi para 

medio. El extracto de levadura se esterilizó por separado junto con el fosfato de potasio y el sulfato 

de amonio en un matraz conteniendo 250 mi de agua. Esta solución se incorporó al fermentador 

poco antes de inocularlo con el contenido de 3 o 4 matraces de inóculo. Las condiciones iniciales de 
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cultivo fueron las mismas que se describen en el experimento 1 y se mantuvieron así hasta iniciar la 

alimentación, después de 24-26 h de incubación. 

Cultivo en lote alimentado. En cada uno de los experimentos del diseño factorial se adicionaron al 

fermentador 650 g de sacarosa durante el cultivo alimentado. La sacarosa fue disuelta previamente 

junto con el fosfato de potasio y el extracto de levadura' en agua de la llave, para hacer un volumen 

total de 1650 mI o alternativamente de 2400 mI. En todos los experimentos el flujo de alimentación 

fue 17.8 mI/h. Es decir, la velocidad de adición de sacarosa se controló con base en la concentración 

de la solución a alimentar. La alimentación se realizó en alrededor de 5.9 días cuando el volumen a 

alimentar fue de 2400 mI (experimentos 4 y 5) Y en aproximadamente 3.9 días cuando el volumen 

alimentado fue de 1650 mI (experimentos 3 y 6). El flujo de medio se determinó a partir de los 

volúmenes contenidos en la probeta de alimentación durante el transcurso del cultivo. Después de 

iniciar la alimentación de medio la agitación se ajustó a 600 r.p.m. En todos los experimentos el pH 

se mantuvo en 4.5. En los experimentos 4 y 6 el pH se controló con una solución de sosa 2.8 N o 

ácido sulfurico (30 mI de ácido concentrado/80 mI agua) según se requirió. En el experimentos 3 se 

controló con una solución de hidróxido de amonio (0.17 g/mI) mientras que en el experimento 5 el 

control de pH se realizó con una mezcla sosa/amonio. Se disolvieron 22 g de sosa en 60 mI de agua, 

esta se mezcló con 91 mI de hidróxido de amonio para hacer un volumen final de 151 mI. En todos 

los experimentos en fermentador, el oxígeno disuelto se midió con un electrodo de tipo galvánico. 

Los efectos principales de los factores estudiados se calcularon como lo describe Box y col., 1989: 

Efecto de velocidad de adición=1I2 (E3+E6-E4-ES) 

Efecto de fuente de nitrógeno= 1/2 (E3+E5-E4-E6) 

Efecto de la relación CIN= 1/2 (ES+E6-E3-E4) 

En donde E3, E4, ES Y E6 son los resultados obtenidos en los experimentos 3, 4, 5 Y 6 

respectivamente para una variable ,de respuesta dada. Para calcular cada efecto pri!1cipal los signos 

que se aplican a cada resultado están en concordancia con los indicados en el diseño factorial de la 

tabla 4.1. 

La velocidad específica de crecimiento al inicio y al final del periodo de crecimiento lineal se 

determinaron mediante un balance de biomasa en el fermentador, como sigue: 
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I dx I dV 
f.1 = --+-

x di V di 

Los valores de dx/dl en cada fermentación se calcularon mediante una regresión lineal de los datos x 

vs. l. Los valores de x y V fueron los valores medidos al inicio y al final del periodo de crecimiento 

lineal. 

4.17 EXPERIMENTO EN FERMENTADOR CON ADICIÓN DE SALES MINERALES 

En virtud de que se observaron cantidades significativas de azúcares residuales y relativamente bajos 

rendimientos (Y x/s) en todos los experimentos anteriores, se llevó a cabo un experimento para 

investigar si la limitación de algún mineral era la causa de esto. Para iniciar se cargó al fermentador 

(g): sacarosa, 90; fosfato mono básico de potasio, 4.5; antiespumante (mI), 2.0; sulfato de amonio 12; 

extracto de levadura 20 yagua de la llave hasta 2800 mI (igual que en los 4 experimentos anteriores, 

con la excepción de la cantidad de sulfato de amonio). El experimento se realizó en condiciones 

similares a las del experimento 5, pero al medio usado en el cultivo alimentado se le adicionaron 

sales minerales en las cantidades siguientes (g): CaCI,·H,o, 0.75; MgS04 ·7H,o, 1.9; NaCL, 16.2; 

ZnCI,7H,o, 6.7; FeS04'7H,o, 3.8; MnSO .. H20, 0.46; CuSO .. 5H,o, 0.246 y CoCI,'6 H,o, 0.150. 

Adicionalmente el medio para el cultivo alimentado contenía los nutrientes usuales (g): sacarosa, 

550; extracto de levadura, 75 y fosfato mono básico de potasio, 17 yagua de la llave (los 

componentes del medio se mantuvieron en la misma proporción que en el experimento 5). Las sales 

que contenían el cinc, hierro, manganeso y cobre se disolvieron en 100 mI de agua de la llave a la 

que se le adicionó 0.4 mI de ácido sulrurico concentrado (solución A). El cloruro de calcio se 

disolvió en 30 mI de agua (solución B). Las sales que contenían el Co y Na se disolvieron en 50 mI 

h ·, '1' { 1 ., r\ 1 1+....l '.J' l' , ~f'1 _ 1 1 I •• o" 1 de agua vlClestl~aca \SO~UClon '-'} y el suuato uC magnesio se UiSÜIViO en .JV in! ue:= agua OloeSluaaa 

acidificada con 0.2 mi de ácido sulfúrico concentrado (solución O). Las soluciones A-O se 

esterilizaron por separado y después de enfriarse se agregaron a la solución de sacarosa, fosfatos y 
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extracto. Después de mezclar todos los componentes la solución se mantuvo clara, sin embargo al 

día siguiente después de iniciada la alimentación estaba ligeramente turbia, aunque sin precipitación 

aparente de sólidos. El volumen de la solución de sacarosa, junto con el fosfato de potasio, el 

extracto de levadura y las sales minerales fue de 2200 mI. La alimentación de esta solución se hizo a 

un flujo de 19.2 mI/h. El control de pH se hizo con una solución de hidróxido de amonio. 

4.18 EXPERIMENTOS EN MATRAZ EN MEDIOS QUÍMICAMENTE DEFINIDOS 

En los experimentos en fermentador se observó un mayor crecimiento y rendimiento (Yx/s) cuando 

se adicionaron sales minerales al cultivo en comparación con cultivos sin suplementación de 

minerales. Sin embargo, las células tenían un menor contenido de carotenoides. Como esto sugería 

que algún o algunos de los minerales adicionados tienen influencia en el crecimiento y producción 

de carotenoides. se decidió estudiar en medios de cultivo químicamente definidos el efecto de los 

componentes individuales en la producción de carotenoides por P. rhodozyma. Tomando como base 

la composición de minerales en levaduras reportada por Hitzman (1986) se diseñaron medios 

químicamente definidos en los que se logró cultivar P. rhodozyma. Posteriormente en experimentos 

preliminares empleando diseños factoriales fraccionados (no mostrados) se estudiaron un número de 

diferentes componentes del medio de cultivo para establecer con cuales se llevarían a cabo los 

estudios sistemáticos del efecto de la concentración como se indica a continuación. 

4.19 EXPERIMENTOS CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE P, '" K, Mg, Cu y Fe 

Se llevaron a cabo un total de 9 experimentos en matraces, en los que se variaron sistemáticamente 

las concentraciones de nitrógeno (experimentos 1M y 4M), fosfatos (experimentos 2M y 5M), 

potasio (experimentos 3M y 6M), magnesio (experimento 7M), cobre (experimento 8M) y hierro 

(experimento 9M) respectivamente. En la numeración de los experimentos se incluyó la letra "M" 

después del número para designar que se llevaron a cabo en matraces y distiguirlos de los realizados 

en fermentador. En los experimentos 1 M, 2M Y 3M en el que se estudiaron los efectos del nitrógeno, 

fosfatos y potasio respectivamente, no se adicionó citrato de sodio. En cambio en los experimentos 

4M, 5M Y 6M en los que se estudiaron los mismos factores, se adicionó 2.5 mg/m! de citrato de . 

sodio para elevar el pH final en los matraces. En los experimentos con magnesio, cobre y hierro 

(7M, 8M y 9M) se adicionó solo 1 mg/ml de citrato de sodio con el mismo propósito. Con excepción 
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del experimento con citratos, cada experimento consistió de 8 o 9 matraces cada uno con diferentes 

concentraciones del elemento a estudiar, de cada matraz se hizo una réplica. Los medios de cultivo 

empleados en cada uno de los experimentos I M a 9M se muestran en la tabla 4.2. A todos los 

matraces se les adicionó 0.5 mI de la solución de vitaminas que contenía (mg/I): pantotenato, 150; 

tiamina, 75: biotina. 4: cianocobalamina, 7.5; inositol, 7500; piridoxina, 37.5; riboflavina, 75 y 

nicotinamida. 450. El pH de esta solución se ajustó a 4 con Hel, se esterilizó por filtración y se 

conservó en congelación a -20 oC hasta su uso. Los matraces de cada experimento se incubaron 

durante 160 horas a 22 oC y 160 r.p.m. en la incubadora de tipo orbital marca Gallenkamp. 

Inóculo. Se preparó de manera similar en todos los experimentos, seis matraces conteniendo 30 mI 

del medio usual (YM), una vez estériles y fríos se inocularon raspando una asada de una caja 

mantenida en refrigeración por menos de un mes. Los matraces se mantuvieron en incubación a 21-

22 oC y 150 r.p.m. durante 36 h. Después el contenido de los matraces se colocó en tubos de 

centrífuga estériles y se centrifugó por 5 minutos a 5000 r.p.m .. El sobrenadante se desechó y el 

paquete celular fue resuspendido en 100 mI de solución salina estéril al 0.3%. Cada matraz se 

inoculó con 1 mI de esta suspensión. En los experimentos con nitrógeno, fosfato y potasio para 

preparar el medio en el que se propagó el inóculo se usaron 170 mI de agua destilada más 10 mI de 

agua de la llave. Para preparar los matraces con concentraciones variables de nitrógeno, fosfato y 

potasio, y las soluciones de sales se usó agua desionizada obtenida de un equipo Milli Q (Millipore). 

Para preparar todas las soluciones en los experimentos con cobre, hierro y magnesio se usó agua 

megapura obtenida de un equipo de destilación Coming Mega-pure system MP-3A equipado con 

una unidad desionizadora. En este caso. todo el material de vidrio empleado se remojó en HCI 1 N 

durante la noche y después se enjuagó tres veces con agua megapura. El citrato y la urea se 

esterilizaron por filtración. 

4.20 EXPERIMENTO CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE CITRA TO. 

En los experimentos con diferentes concentraciones de fosfato, nitrógeno y potasio se observó que el 

citrato de sodio tenía un efecto positivo en la producción de carotenoides. Por ello, se llevó a cabo 

un experimento auicionai en ei que se estudió ei efecto de diferentes niveles de citratos. En el 

experimento con citratos, los matraces con 6 y 12 mg/ml de citratos se prepararon a partir de una 

solución 4: I de citrato de sodio/ácido cítrico, en el matraz con 0.6 mg/ml se usó solo citrato de 
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sodio. El medio de cultivo empleado se muestra en la tabla 4.2. Este experimento se realizó junto 

con los experimentos de magnesio, cobre y hierro variables, de modo que el inóculo y otras 

condiciones fueron idénticas a las que se mencionaron en estos casos. 
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Tabla 4.2 Medios usados en experimentos con niveles variables de nitrógeno, fosfatos y potasio 

VARIABLE Nitrógeno 
EXPERIMENTO No. 1 M 

mg/mL 

Fosfatos 
2M 

rnglmL 

Potasio 
3M 

mg/mL 

Nitrógeno 
4M 

mg/ml 

Fosfatos 
5M 

mg/mL 

Potasio 
6M 

mg/mL 

\lH4)2504 I I 3,32 ¡var (max) 0,75 1,29 4,03 ¡var (max) 0,32 0.47 
!Mg S047tl20 0.5' 0,5' -1 6,S1 I~ 0,08 0,08 0,08 

2504 0,89 ¡var (max) o o 1,35 ¡var (max) 

e 504 7H20 0,0020 0,0020 
Cu 504 51-120 0,00084 0,00064 

IMn ~()4 H:!O 0,00097 ,-- 0,00097 0,00097 0,00063 0.00063 0,00063 

INH4 

• 7~ 
471 

CaCI22H2':) 

IKCI 
INaC 

K2 HP04 

WaiHP04 
Nal 

Icitrato de !,odio 
"3B04 

IN~Mo04 2H20 

I~~~-

:),044 

5,026 
0,92 ¡var (max) 

),24 Ivar (max) 

~o -Tvar (max) 

0,00 

0,00013 

0,00053 

-
. 0.4 mL 

30,3 

0,012 0,012 
0,00019 0.00019 

1,12 1.66 

0,38 

1,044 
0,23 
0.86 ¡var (maxl 

0,64 

---:r:53 

-6,0001"3-

0,00053 

0,63 Ivar (max) 

0.4 mL 

30,3 

),26 

0,044 
o 
o 

1,30 
0,00 

0,00013 

0,00053 

0,24 

0.4mL 

30,3 

0,022 
0,068 
0,29 

0,39 
O" 

2,5 
0,00013 

0,00053 

,00 

0.4 mL 

30,3 

0,13 

0,022 
0,068 
),29 

),30 var (max) 
2,23 var (max) 

2,5 
,00013 

'.00053 

0,50 Ivar (max) 

0.4mL 

30.3 

),13 

O,t22 
0,00 
),36 

).39 
O" 

2,5 
0,00013 

0.00053 

0.43 

0.4 mL 

30.3 

continúa .. 



Tabla 4.2 cont.. .. Medios usados en experimentos con magnesio, cobre, hierro y citrato 

Magnesio 
7M 

mglmL 

I(NH412504 0,63 I 
Mg 504 7H20 1,52var (max) 

/504 0,16 
It 504 7H20 0,0020 

Cu 504 5H20 l. 1. 0,00064 
IMn S04 H20 ___________ --º~l?9~~ 
~ 504 7H20 0,012 
ICo 504 7H20 0,00019 

INH4CI 

CaCI22H20 
KCI 
NaCI 

INa2 HP04 
IN. H2P04 H20 

I citrato de sodio 
IH3B04 

I Na2 Mo04 2H20 

Urea 

1.39 

0,022 

O!?9 

0,39 

1 
0,00013 

0,00053 

0,43 

O.4mL 

30,3 

Cobre 
8M 

rnglmL 

~ 
0,076 
0,16 

0,0020 
0,0079 !var (max) 

O,OO,??3 

0,012 
0,00019 

i35 

o 

0,022 
o 

1.45 

),39 

o 

1 
,00013 

,00053 

0,43 

DA ml 

30,3 

Hierro 
9M 

mgl ml 

~ 
0,076 

16 
0,030 Ivar (max) 

0,00064 
onnnl'::":I 

0,012 
0,00019 
~ 

0,022 

1.44 

0,39 
o 

1 
0,00013 

0,00053 

0,43 

0.4 ml 

30,3 

Citratos 
10M 

rnglrnl 

~ 
0,076 

1,18 

!ºº2_ 
)0064 

0,00063 
,012 

0,00019 
0,35 

J,022 

1,44 

0,39 
o 

variable 10.0.6, S_y 12 
0,00013 

0,00053 

0,43 

0.4 ml 

30,3 



5 RESULTADOS. 

5.1 EXPERIMENTOS PARA ESTABLECER LAS CONDICIONES DE CULTlVO EN 
FERMENTADOR 

Alta densidad celular (Experimento 1). En la mayor parte del experimento el crecimiento fue lineal 

(peso seco). A pesar de que en este experimento se suspendió la alimentación varias veces, por la 

ruptura de la manguera de alimentación, se alcanzó al final de la fermentación una alta densidad 

celular de 100.3 mg/ml (Fig. 5.1). La concentración final de carotenoides totales fue de poco más de 

30 J.lg/mL sin embargo. esta concentración fue baja con relación al crecimiento obtenido. A las 24 

horas de cultivo. al iniciarse el ascenso de la concentración de oxígeno disuelto se inició la 

alimentación de medio al fermentador. Después de esto, la concentración de 00 se mantuvo por 

encima de 20% de saturación durante el resto de la fermentación. Los datos de concentración de 

carotenoides totales y contenido de carotenoides en la levadura muestran que la síntesis se inició 

poco después de iniciarse el ascenso de la concentración de OO. Es interesante notar que mientras la 

concentración de carotenoides totales (J.lg/ml) aumentó durante todo el experimento. el contenido de 

carolenoides en las células (J.lg/g lev) solo aumentó rápidamente durante un lapso de 

aproximadamente 30 horas, poco después de aumentar la concentración de OO. Durante el resto de 

la fermentación el contenido de carotenoides se mantuvo relativamente constante. Los datos de 

proteína total y el contenido de proteína en las células muestran un ligero descenso de la tasa de 

síntesis proteínas durante el período de rápida acumulación de carotenoides en las células (horas 42-

54). Este ligero descenso se consideró inicialmente dentro del error experimental, sin embargo, se 

observó también en la gran mayoría de los otros experimentos realizados en fermentador, lo que 

sugiere que no es este el caso y que se trata de un evento real, 

Efecto de la sobredosificación de azúcares (Experimento 2). En la fig. 5.2 se observa que el 

crecimiento de la levdura (peso seco) y la producción de proteína cesaron a las 78 y 89 horas de 

cultivo respectivamente, antes de concluir la alimentación de medio al fermentador (hora 113). El 

peso seco alcanzó un máximo de 53 mg/ml, y poco después de detenerse el crecimiento se 

acumularon azúcares hasta alcanzar alrededor de 120 mg/ml. Durante la mayor parte de las primeras . 

90 horas de cultivo, hasta poco después de cesar el crecimiento de la levadura, los niveles de 

oxígeno disuelto fueron inferiores a \0% de saturación. Como lo ilustra la fig. 5.2a, la acumulación 

de carotenoides totales fue muy pobre (2.6 J.lg/ml) y ocurrió durante las primeras horas mientras el 
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Experimento para establecer las condiciones de cultivo (experimento 1). 
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Fig. 5.1. Cultivo en lote alimentado de P. rhodozyma a alta densidad celular (100 mg/rnl). Las 
primeras 24 h corresponden a cultivo en lote. 



Experimento para establecer las condiciones de cultivo (experimento 2). 
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00 no se aproximó a cero. En este experimento. el control de velocidad de la bomba dosificadora de 

medio falló dos veces. originando durante las horas 24 a 50 y 90 a 105. una alimentación de medio 

mayor a la prevista. Esto puede apreciarse en la fig. 5.2b por la mayor pendiente de la sacarosa 

alimentada en estos lapsos de tiempo. En virtud de que P. rhodozyma es capaz de fermentar 

azúcares. es probable que la sobredosificación de azúcares junto con bajos niveles de oxígeno 

disuelto haya provocado la producción de etanol y otros alcoholes, que al acumularse causaron la 

inhibición del crecimiento de la levadura. 

5.2 EXPERIMENTOS EN FERMENTADOR PARA ESTUDIAR 3 FACTORES EN UN DISEÑO 
FACTORIAL Z-l. 

Se llevaron a cabo 4 qperimentos en fermentador para estudiar los efectos de dos valores de 

velocidad de alimentación de medio (sacarosa), dos valores de la relación carbono/nitrógeno y dos 

fuentes de nitrógeno, sobre el crecimiento y la producción de carotenoides en P. rhodozyma (tabla 

4.1). Los resultados de los experimentos 3 a 6 se muestran gráficamente en las figs. 5.3 a 5.6 

respectivamente. 

Experimento 3. En este experimento la velocidad específica de crecimiento disminuyó durante el 

periodo de crecimiento lineal (20-92 h) de 0.18 a 0.02 h·[. El crecimiento cesó poco antes de concluir 

la alimentación de medio al fermentador (Fig. 5.3). Se alcanzó un peso seco máximo de 73 mg/ml a 

las 103 horas de edad, pero descendió a 59.3 mg/ml hacia el final de la fermentación. Al cesar el 

crecimiento, los azúcares alimentados se acumularon un poco hasta 10 mglml a las 127 horas de 

cultivo. La concentración de carotenoides totales aumentó en el período comprendido de la hora 20 a 

103 hasta un máximo de 11. 7 ~g/ml (Fig. 5.3a). En contraste, las células aumentaron rápidamente su 

contenido de carotenoides de la hora 20 a 44 hasta 282 ~g/g lev, descendiendo después lentamente a 

alrededor de 160 flg/g ley al descender el 00 en el medio. Puede observarse que la mayor parte de 

los carotenoides se acumularon en presencia de bajos nive;es de azúcares y con niveles apreciables 

de 00 (15 a 30%). A partir de la hora 77 y hasta concluir la alimentación de medio, el 00 se 

mantuvo en niveles cercanos a cero. Aparentemente, esto fue un factor determinante para que la 

producción de carotenoides fuera muy limit~da a partir de esta hora y después cesara pOí completo. 

En la fig. 5.3b se puede observar también que durante el período de rápido aumento del contenido de 

carotenoides (20-44 horas), el contenido de proteína en las células disminuyó significativamente, 
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Experimento 3 (Diseño factorial 23
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Fig, 5.3, Cultivo alimentado, Parte del diseño factorial realizado para estudiar los efectos de la rapidez de 
adición de sacarosa, la relación CIN y 2 fuentes de nitrógeno (7.2 g/h, CIN=34, amonio/extracto). 



pero el rendimiento acumulado y puntual (YxJs c/30 h) aumentaron. El rendimiento puntual alcanzó 

un valor máximo de 0.44 g lev/g sacarosa alrededor de la hora 80, descendiendo después 

aparentemente debido a la baja disponibilidad de oxígeno que prevaleció a partir de esta hora. El 

aumento de los rendimientos acumulado y puntual de la hora 29 a 77 sugiere que además de los 

azúcares alimentados. la levadura estaba consumiendo el etanol producido durante la etapa de 

cultivo en lote. Como se describe adelante esto se confirmó en el experimento 4. El descenso del 

rendimi~nto puntual después de la hora 77 también era de esperarse, ya que en presencia de bajos 

niveles de OO. P. rhodozyma fermenta los azúcares a etanol. La acumulación de etanol y otros 

metabolitos en estas condiciones podrían ser las causas de la inhibición del crecimiento subsecuente. 

Experimento 4. En este experimento la velocidad específica de crecimiento disminuyó durante el 

periodo de crecimiento lineal (20-148 h) de 0.09 a 0.013 h". El peso seco y la concentración de 

carotenoides totales aumentaron prácticamente durante todo el experimento hasta alcanzar máximos 

de 69.4 mg/ml y 24.2 ¡.¡g/ml respectivamente hacia el final de la fermentación (Fig. 5.4a). Puede 

observarse que de forma similar a como ocurrió en los experimentos previos, la síntesis de 

carotenoides se inició después de aumentar la concentración de oxígeno disuelto (hora 20). A partir 

de entonces y hasta concluir la fermentación, el oxígeno disuelto se mantuvo siempre por arriba de 

20 % Y la concentración de azúcares por debajo de 12 mg/ml. En contraste, las células aumentaron 

rápidamente su contenido de carotenoides de la hora 20 a la 78, pero después disminuyó 

ligeramente. El rendimiento acumulado y el rendimiento puntual (YxJs c/30 h) aumentaron en las 

primeras horas de cultivo, alcanzando éste último 0.37 g lev/g azúcar en la hora 103. Este 

comportamiento se debió principalmente al consumo del etanol producido durante las primeras 

horas de cultivo y a las condiciones más aeróbicas presentes después de la hora 20. Otros alcoholes 

como isoamílico y isobutanol, que se encontraron en concentraciones menores de 1 mg/ml, se 

consumieron también junto con el etanol (no mostrado). Después de la hora 103 el rendimiento 

disminuyó, pero al concluir la alimentación de medio al fermentador aumentó not~blemente debido 

al consumo de etanol y otros alcoholes como isoamílico, isobutanol, butanol y propanol presentes en 

pequeñas cantidades. El período de rápido aumento del contenido de carotenoides en las células 

coincidió con el aumento del nivel de 00, con un rápido consumo de etanol y con un descenso del 

contenido de proteína en las células. Sin embargo, el descenso del contenido de proteína no fue tan 

pronunciado como el observado en los experimentos 2 y 3. En la fig. 5.4b se puede observar que el 

contenido de proteína y la proteína total fueron relativamente bajas durante las primeras 140 horas 
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Experimento 4 (Diseño factorial 23
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de cultivo, pero aumentaron significativamente junto con el rendimiento hacia el final de la 

fermentación. Se desconocen las causas de este comportamiento, pero podría estar asociado con la 

reutilización de alcoholes u otros metabolitos por la levadura. 

Experimento 5. En este experimento la velocidad específica de crecimiento disminuyó durante el 

periodo de crecimiento lineal (20-141 h) de 0.09 a 0.013 h". Al igual que en el experimento 4, el 

peso seco y la concentración de carotenoides totales aumentaron prácticamente durante todo el 

cultivo hasta un máximo de 71.3 mg/ml y 33.1 flg/ml respectivamente al final de la fermentación 

(Fig. 5.5a). A partir de la hora 20 y hasta concluir la fermentación, el 00 se mantuvo por encima de 

20 % y la concentración de azúcares por debajo de 10 mg/ml. Como puede apreciarse en la fig. 5.5, 

otras similitudes con el experimento 4 fueron que el contenido de carotenoides en la levadura 

aumentó rápidamente entre las 20 a 68 horas de cultivo, poco después de aumentar el OO. Ourante 

este período el contenido de proteína en la levadura y la velocidad de acumulación de proteína total 

disminuyeron significativamente. Además, los rendimientos acumulado y puntual aumentaron en 

este lapso sugiriendo como sucedió en experimento anterior, que en el lapso de rápida acumulación 

de carotenoides la levadura consumió etanol como fuente de carbono. Por otro lado, puede 

observarse que el rendimiento puntual aumentó muy significativamente después de concluir la 

alimentación de medio (hora 155). El rendimiento relativamente bajo durante las primeras 140 horas 

de crecimiento y su tendencia ascendente al terminar la alimentación de medio sugiere, por una 

parte, que P. rhodozyma tiene activo su metabolismo fermentativo aún en concentraciones 

relativamente bajas de azúcares y altas de 00 (aprox. de 40 %) y, por otra, como en el experimento 

anterior, que es capaz de consumir el etanol al agotarse los azúcares del medio. 

Experimento 6. En este experimento la velocidad específica de crecimiento disminuyó durante el 

periodo de crecimiento lineal (20-78 h) de 0.12 a 0.02 h". Una alimentación rápida de medio 

(experimentos 3 y 6) produjo un crecimiento más rápido con relación a una alimentación lenta 

(experimentos 4 y 5). En éste experimento se alcanzó un peso seco máximo de solo 49.8 mg/ml. A 

partir de la hora 100 el crecimiento fue poco significativo, a pesar de que todavía no se concluía la 

alimentación de medio al fermentador (Fig. 5.6). Poco después de iniciar la alimentación de medio 

al fermentador se puede observar acumulación de azúcares en el medio de cultivo hasta alcanzar 

concentraciones ligeramente por encima 20 mg/ml al finalizar la alimentación (128 h). Como en 

todos los experimentos anteriores, el oxigeno disuelto aumentó a partir de la hora 20 hasta alcanzar 
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Experimento 5 (Diseño factorial 23-1). 
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Experimento 6 (Diseño factorial 23
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------------------ -

niveles de 50 %. Después descendió gradualmente a cero a las 80 h Y permaneció así hasta concluir 

la alimentación de medio (hora 128). La concentración de carotenoides totales aumentó únicamente 

en el lapso de tiempo de 20-75 h. en presencia de niveles de 00 mayores de 10%, pero la 

acumulación cesó al aproximarse el 00 a cero. La concentración final de carotenoides totales fue de 

sólo 10.4 >tg/ml. Como en los experimentos anteriores, el rápido aumento del contenido de 

carotenoides en las células en el período 20-53 h ocurrió simultáneamente con un descenso 

considerable del contenido de proteína y con una reducción en la tasa de acumulación de proteína 

total. En este caso, sin embargo, no se observó durante este período un aumento de rendimiento 

como el ocurrido en los experimentos anteriores. De manera similar al experimento 3, el rendimiento 

alcanzó un máximo a las 78 h y después descendió continuamente aparentemente debido a la baja 

concentración de 00 en el medio (Fig. 5.6b). 

5.3 ANÁLISIS DE RESPUESTAS DEL DISEÑO FACTORIAL ;eJ-1 

En la tabla 5.1 se muestra un resumen de los resultados de los experimentos 3, 4, 5 y 6 después de 

190 h de fermentación. La tabla 5.2 muestra los efectos principales de los factores, calculados como 

lo describen Box y col., 1989 a partir de los resultados de la tabla 5.1. Un efecto principal se define 

como el cambio en la respuesta producido al cambiar el nivel del factor estudIado de - a +. Como se 

puede observar, la velocidad de alimentación de sacarosa fue el factor que más influyó en el peso 

seco, la producción total de carotenoides y el contenido de carotenoides en la levadura. Una 

alimentación lenta (4.7 g/h) aumentó la concentración de carotenoides totales, contenido de 

carotenoides en la levadura y rendimiento (Yxls) en comparación con una alimentación rápida de 

sacarosa ((7.2 g/h). En los experimentos con alimentación rápida de medio (experimentos 3 y 6), la 

acumulación de carotenoides cesó cuando los niveles de 00 descendieron a niveles inferiores a 10-

15%. En cambio, en los experimentos con alimentación lenta (experimentos 4 y 5) se observa una 

mayor concentración de carotenoides totales durante todo el tiempo de duración de los 

experimentos, en éstos casos el nivel de 00 se mantuvo siempre por arriba de 20%. La mezcla de 

extracto de levadura-sulfato de amonio como fuente de nitrógeno fue ligeramente superior en 

términos de rendimiento (Yxls), concentración de carotenoides totales, contenido de carotenoides y 

peso seco, en comparación con el uso de extracto de levadura solo. Sin embargo, los efectos fueron 

de menor importancia comparados con los de la velocidad de adición de sacarosa. No se observó un 

efecto importante de la relación CIN sobre ninguna de las variables analizadas. Sin embargo, éstas 
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conclusiones deben de considerarse provisionales en virtud de que por una parte se decidió no llevar 

a cabo los experimentos restantes (la otra mitad) del diseño factorial completo y por otra debido a 

que no se llevaron a cabo réplicas· de los experimentos realizados. A pesar de esto, es claro que la 

velocidad de adición de medio fue un factor determinante en la fermentación, posiblemente 

indirectamente a través de su efecto sobre el perfil de oxígeno disuelto. 

Tabla 5.1. Resultados de experimentos del diseño factoriaI2 J
·' (190 h de cultivo). 

(las condiciones de los experimentos 3-6 se indican en la tabla 4.1) 

I Peso seco carot contenido contenido proteína 

I ¡ total carot proteína total 
I 

¡ mglml ~gI mi ¡.tgl g lev (glg) x 100 mglml 

Experimento 3 
1 

59.3 I \0.8 182 16.3 9.6 , 
Experimento 4 65.2 22.5 346 22.8 14.8 

Experimento 5 69.4 28.4 409 14.9 10.0 

Experimento 6 
I 

49.8 10.3 206 12.6 6.3 
! 

Experimento 7 74.0 22.9 310 16.7 12.3 

Y x1s. S 

, 
(gI g) mglml 

0.28 I 7.3 , 
0.32 4.2 

0.37 2.9 
I : 

0.25 21.4 I 

0.45 0.5 

Tabla 5.2. Efectos principales de los factores estudiados en el diseño factorial 23
•
1 (estimados a 

partir de los resultados de la tabla 5.1) 

r 
Peso seco carotenoides contenido contenido proteína Y x1s. 

totales carotenoides proteína total 

Respuesta 60.9 18.0 285.7 16.6 10.2 ! 0.305 
promedio I 

(4 experimentos) I 
Velocidad de -12.7 -14.9 -183.7 -4.4 -4.4 -0.080 
adición 
Relación I -2.6 2.7 43.6 -5.8 -4.1 0.01 

6.9 3.2 19.3 -2.1 -0.7 0.040 
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5.4 EXPERIMENTO EN FERMENTADOR CON ADICIÓN DE MINERALES 

En la fig.· 5.7a se muestran los resultados del experimento 7 que se realizó en un medio de cultivo 

adicionado con sales minerales. En este experimento la velocidad específica de crecimiento 

disminuyó durante el periodo de crecimiento lineal (20-163 h) de 0.10 a 0.013 h". El peso seco y la 

concentración de carotenoides totales aumentaron prácticamente durante todo el experimento, hasta 

alcanzar 74 mg/ml y 22.9 Ilg/ml respectivamente a las 190 horas de edad, Como se esperaba, el 

rendimiento Yx/s (0.45 g lev/g azúcar) fue 22 % más alto que en el experimento 5 que se realizó en 

condiciones similares pero sin adicionar la solución de minerales y fue también más alto que en 

cualquiera de los experimentos realizados anteriormente (tabla 5.1). Por consiguiente, esto podría ser 

un indicador de deficiencia de minerales en los experimentos anteriores a éste. Otro efecto de la 

adición de minerales fue un m¡>nor contenido de carotenoides en la levadura, 310 Ilg/g comparado 

con 409 Ilg/g en el experimento 5 (Fig. 5.5a). Lo que sugiere que alguno o algunos de los minerales 

adicionados tienen un efecto negativo sobre el contenido de carotenoides de la levadura. Como en 

los experimentos anteriores, la levadura aumentó rápidamente su contenido de carotenoides de la 

hora 20 a 67 y posteriormente se mantuvo relativamente constante. El inicio de la síntesis de 

carotenoides también coincidió con el aumento de la concentración de OD de O a 50% (Fig. 5.7a). 

Otros eventos que ocurrieron simultáneamente con el aumento de carotenoides en las células fueron 

el descenso del contenido de proteína en las células, un ligero descenso de la tasa de acumulación de 

proteínas totales y un aumento del rendimiento. Es interesante notar que durante el período de rápida 

acumulación de carotenoides ya se había iniciado el cultivo alimentado. Sin embargo, la 

alimentación del extracto de levadura contenido en el medio alimentado al fermentador no evitó que 

el contenido de proteína en las células descendiera sustancialmente. Por otro lado, se puede observar 

en la fig. 5.7b que en el período comprendido de la hora 114 a 163, el rendimiento aumentó 

considerablemente, mientras descendía la concentración de azúcares de lOa 1.2 mg/ml. En el 

experimento 4 se encontró que P. rhodozyma es capaz de producir cantidades apreciables de etanol, 

butanol, isobutanol, propanol y alcohol isoamílico y también de consumirlos en condiciones 

aeróbicas con limitación de azúcares. El aumento del rendimiento podría entonces deberse al menos 

en parle al consumo de los alcoholes producidos durante las primeras horas de la fermentación. 

Durante este periodo, el contenido de proteína de las células y la tasa de producción de proteínas 
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Experimento adicionando sales minerales (experimento 7). 
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totales se incrementaron también significativamente, posiblemente para adaptarse a cambios en las 

condiciones ambientales en el medio de cultivo. 

5.5 EXPERIMENTOS CON CONCENTRACIONES VARIABLES OE N, P y K 

Se llevaron a cabo 6 experimentos en matraces, en los que se variaron sistemáticamente las 

concentraciones de nitrógeno (experimentos 1M y 4M), fosfatos (experimentos 2M y 5M) Y potasio 

(experimentos 3M y 6M). Los resultados de los experimentos 4M con nitrógeno y 5M con fosfato, 

además de mencionarlos brevemente aquí, se reportan y analizan con el experimento con citratos 

(experimento 10M) en el artículo incluido en el anexo: "Citrate, a possible precursor of astaxanthin 

in Phaffia rhodozyma: influence of varying levels of ammonium, phosphate and citrate in a 

chemically defined medium", que se publicó recientemente en la revista Applied Microbiology and 

Biotechnology (Flores-Cotera y col., 200 1). Las diferencias más importantes entre los experimentos 

reportados en el artículo y los experimentos 1 M, 2M fueron: a). En los experimentos del artículo se 

adicionó citrato de sodio (2.5 mg/ml) para elevar el pH b). En los experimentos del artículo se 

estudiaron un rango de concentraciones más amplio en el rango de bajas concentraciones c J. En los 

experimentos I M Y 2M no se analizaron: astaxantina, lípidos, fosfato residual ni amonio residual. En 

todos los casos, al igual que en los experimentos con magnesio, cobre, hierro y citratos los valores 

reportados fueron determinados después de 156 h de cultivo. 

5.6 EXPERIMENTOS CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE NITRÓGENO 

Experimento 1 M (en matraz). Para estudiar el efecto de la concentración de amonio en P. rhodozyma 

se llevaron a cabo experimentos en los que se varió sistemáticamente la concentración de sulfato de 

amonio en un medio químicamente definido (10.7 a 50 mM). En la lig. 5.8a se observa un ligero 

aumento del peso seco así como de la concentración de carotenoides totales al reducirse la 

concentración de sulfato de amonio en el medio de cultivo. En cambio, la levadura no cambió 

apreciablemente su contenido de carotenoides en diferentes concentraciones de amonio. Como era 

de esperarse el contenido de proteínas en la levadura y la concentración de proteína total aumentaron 

al aumentar la concentración de amonio en el i11ediú, p~ru a vaiores mayores de 5ü mM jos niveles 

tienden a estabilizarse (Fig. 5.8b). También puede observarse un aumento de Yx/s a bajas 

concentraciones de sulfato de amonio, lo que sugiere acumulación de lípidos o carbohidrato s de 
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reserva en estas condiciones. Por otro lado, en el experimento del artículo (4M en presencia de 

citrato), los valores de peso seco, concentración final de carotenoides totales y contenido de 

carotenoides fueron apreciablemente mayores que los obtenidos en este experimento. En cambio, el 

cont~nido de proteína en las células fue menor y la proteína total ligeramente menor. con relación a 

este experimento. Estos datos sugieren la acumulación de lípidos o carbohidnitos de reserva en 

presencia de citrato (4M). La comparación de las figuras 5.8a y 1 A (anexo) sugiere un efecto 

estimulante de citrato sobre el peso seco, carotenoides totales y contenido de carotenoides, pero un 

efecto ligeramente inhibitorio sobre el contenido de proteína en las células y sobre la proteína total. 

Experimento 4M. Las figuras de este experimento se muestran en el anexo. A concentraciones de 

amonio en el rango de 12.9 a 22.9 mM se alcanzaron las concentraciones máximas de astaxantina y 

pigmento total, 2.4 y 3.9 ¡.¡g/ml respectivamente (Fig. lA). Se puede apreciar una ligera tendencia 

decreciente de las concentraciones de astaxantina (2.4 a 1.2 ¡.¡g/ml) y pigmento total (3.9 a 3.3 

¡.¡g/ml) a concentraciones de amonio por arriba de 22.9 mM, pero una importante caída a 

concentraciones de amonio por debajo de 13 mM. De manera similar, las células disminuyeron su 

contenido de astaxantina de 302 a 140 ¡.¡g/g al aumentar la concentración de amonio de 2.1 a 61 mM. 

En contraste y posiblemente debido al descenso simultáneo del peso seco (Fig. 1 B), no se apreció 

una tendencia definida en el contenido total de pigmento en las células. Sin embargo, la relación 

astaxantina/pigmento total aumentó significativamente a bajas concentraciones de amonio. La Fig. 

lB muestra que el peso seco alcanzó un máximo de 10.9 mg/ml a 28.6 mM de amonio pero 

disminuyó notablemente a concentraciones por debajo y por arriba de este nivel. El rendimiento 

(Yxls) presentó una tendencia similar a la de peso seco con un máximo de 0.37 g cel/g azúcar. 

Cantidades apreciables de amonio residual se detectaron solo a concentraciones iniciales de amonio 

por arriba de 34 mM (Fig. 1 C). Como se esperaba, el contenido de proteína en las células aumentó 

(0.06 a 0.24 g/g cel) paralelamente con la concentración de amonio hasta aproximadamente 43 mM 

pero se mantuvo constante por arriba de este nivel (Fig. 1 C). Como lo sugiere la drástica caída de 

peso seco en la Fig. 1 B, la replicación celular probablemente fue afectada a concentraciones de 

amonio por debajo de 22.9 mM. A concentraciones de amonio por debajo de 12.9 mM, el efecto de 

la deficiencia de nitrógeno es evidenciado también por la presencia de azúcares, aún después de 6.5 

días de cultivo (Fig 1 B). Sin embargo, aún en estas condiciones adversas los contenidos de 

astaxantina y ácidos grasos en las células aumentaron y el contenido de pigmento total no disminuyó 

apreciablemente (Fig. 1 A y 1 C). 
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5. 7 EXPERIMENTOS CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE FOSFATOS 

Experimento 2M (en matraz). Para estudiar el efecto del fosfato en P. rhodozyma se usaron 

concentraciones variables de fosfato (2.1 a 11 mM) en un medio químicamente definido. En las figs. 

5.9a y 5.9b podemos observar que el peso seco, la concentración de carotenoides totales y el 

rendimiento (Yxls) aumentaron al reducir la concentración de fosfatos en el medio de cultivo. La 

levadura aumentó ligeramente su contenido de carotenoides al reducirse la concentración de fosfato, 

sin embargo, este último efecto no se observó en el experimento 5M que se describe enseguida. El 

contenido de proteínas de la levadura aumentó al aumentar la concentración de fosfatos, pero la 

concentración de proteína se mantuvo relativamente constante (Fig. 5. 9b). Aún cuando las 

tendencias de la mayoría de los parámetros fueron similares a las del experimento 5M, los valores de 

peso seco, Y x/s, concentración de carotenoides totales y el contenido de carotenoides fueron 

apreciablemente menores. En contraste, la concentración de proteína total no fue sensiblemente 

diferente, pero el contenido de proteína en las células fue un poco mayor en este experimento (2M). 

Estos datos, junto con el menor peso seco, sugieren que en ausencia de citrato hay una menor 

acumulación de lípidos o carbohidrato s de reserva. 

Experimento 5M. Las figuras de este experimento se muestran en el anexo. La Fig. 2A nos indica 

una tendencia decreciente de la concentración de astaxantina (2.3 a 1.7 )lg/ml) y pigmento total (4.6 

a 4.0 )lg/ml) al aumentar la concentración de fosfato de 1.3 a 4.7 mM. Sin embargo, el contenido de 

pigmento total fue relativamente constante. Un hecho notable fue que la relación 

astaxantinalpigmento total aumentó gradualmente al reducirse la concentración de fosfatos. El peso 

seco alcanzó un máximo de 11.1 mg/ml a 0.65 mM de fosfato y disminuyó ligeramente al aumentar 

la concentración de fosfato (Fig. 2B). El rendimiento(Yxls) exhibió una tendencia similar al peso 

seco con un máximo de 0.38 g levaduralg azúcar. El pH fue relativamente constante (Fig. 2B). Por 

otro lado, la concentración de proteína (0.8-1.9 mg/ml) y el contenido de proteína en las células 

aumentó (0.08-0.19 g/g células) al aumentar la concentración de fosfato (Fig. 2C). Sin embargo, el 

aumento de proteína estuvo asociado con un menor peso seco (Fig. 2B). Las concentraciones más 

altas de astaxantina y pigmento total (2.4 y 4.5 )lg/ml respectivamente) ocurrieron junto con un 

relativamente alto peso seco a concentraciones de fosfato entre 0.65 y 1.3 mM. El mayor peso seco 

observado a bajas concentraciones de fosfato se debió al menos en parte a la acumulación de ácidos 
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grasos (Fig. 2C). Es de resaltar que cantidades apreciables de fosfato residual solo se detectaron a 

concentraciones de fosfato inicial por arriba de 7.1 mM (Fig. 2C). 

5.8 EXPERIMENTO CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE POTASIO 

Experimentos 3M Y 6M (en matraz). En las figs. 5.10a, 5.10b, 5.lla y 5.11b se muestran los 

resultados de los dos experimentos en los que se varió la concentración de potasio. En el 

experimento 6M se usó una concentración de 2.5 mg/ml de citrato de sodio. En ambos casos se 

observa que el peso seco, la concentración de carotenoides totales, contenido de carotenoides y Yxls 

no variaron sensiblemente a concentraciones de potasio mayores de I mM. A concentraciones 

menores a 1 mM, se observa un descenso pronunciado de todos los parámetros anteriores. El 

contenido de proteína y la proteína total tuvieron variación, sin embargo, esto aparentemente no 

afectó la producción de carotenoides. Todo esto sugiere que el potasio se requiere a una 

concentración de al menos 1 a 2 mM para el cultivo de P. rhodozyma. En el experimento 6M, el 

peso seco, la concentración de carotenoides totales y el contenido de carotenoides en las células 

fueron apreciablemente mayores que en el experimento 3M, lo que sugiere como en los 

experimentos anteriores una estimulación de estos parámetros por citrato. 

5.9 EXPERIMENTO CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE MAGNESIO 

Experimento 7M (en matraz). A concentraciones menores de 0.3 mM de magnesio (Mg), se observa 

un descenso pronunciado de peso seco, Yxls y proteína total (Figs. 5.12a y 5.12b). Por otro lado, 

concentraciones por debajo de 0.3 mM, estimularon el contenido de carotenoides en la levadura. A 

una concentración de 0.2 mM se observó la mayor concentración de carotenoides totales. 

Concentraciones por debajo de 0.1 mM inhibieron fuertemente el consumo de azúcares, pero esto 

fue acompañado por un aumento del contenido de proteína en las células. La astaxantina total y el 

contenido de astaxantina en las células descendieron rápidamente por debajo de 0.2 mM, pero 

permanecieron sin variación apreciable en el rango de 0.2 a 6.2 mM. Concentraciones de magnesio 

por arriba de 0.2 mM tampoco tuvieron un efecto apreciable en peso seco, carotenoides totales, 

contenido de carotcnoidcs, Y x/s, pioteína total ni en la prüteína contenida t=n la ic:vauura. 
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5.10 EXPERIMENTO CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE COBRE 

Experimento 8M (en matraz). Las tendencias observadas al variar la concentración de cobre (0-32 

IlM) fueron semejantes a los observados con el magnesio, aunque en un rango de concentraciones 

diferente (Figs. 13a y 13b). A concentraciones menores de 0.5 IlM, se observa un descenso 

pronunciado de peso seco, Y x/s y proteína total. A menor concentración de cobre en el rango por 

debajo de 1.5 IlM se puede observar un aumento de la concentración de carotenoides totales, 

concentración de astaxantina. contenido de carotenoides, contenido de astaxantina y contenido de 

proteína. Es decir. bajas concentraciones de cobre estimulan la síntesis de carotenoides. Por otro 

lado, en el rango de concentraciones de 2 a 31 IlM no se apreció un cambio importante en ninguna 

de las variables estudiadas. 

5.11 EXPERIMENTO CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE HIERRO 

Experimento 9M (en matraz). Las figs. S.14a y 5.14b muestran los resultados obtenidos cuando se 

varió la concentración de hierro (Fe). A concentraciones menores de 1 IlM se observa un descenso 

pronunciado en el peso seco, concentración de carotenoides totales, contenido de carotenoides, Yxls 

y proteína total pero a concentraciones mayores de hierro mayores de 1 a 2 IlM, estos parámetros no 

variaron sensiblemente. Por otra parte, concentraciones menores de I IlM aumentaron 

sensiblemente el contenido de proteína y la concentración de azúcares residuales, pero 

concentraciones mayores no afectaron estos parámetros (Fig. 5.15b). Esto sugiere que la presencia 

de hierro a concentraciones de I IlM o más, son necesarias para el crecimiento y producción de 

carotenoides por P. rhodozyma. 

En las figs. S.ISa y S.ISb se han graficado los datos de peso seco VS. contenido de carotenoides en la 

levadura y rendimiento vs. contenido de carotenoides de los experimentos con niveles variables de 

cobre, magnesio y hierro. Puede observarse que el contenido de carotenoides tiene en general una 

relación inversa con el peso seco y rendimiento. Es decir, el mayor contenido de carotenoides se 

obtiene cuando es menor el crecimiento o el rendimiento. 
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5.12 EXPERIMENTO CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE CITRATO 

Experimento 10M (en matraz). Se llevó a cabo un experimento con concentraciones variables de 

citrato (O-58 mM) en el medio. Las figuras de este experimento se muestran en el anexo. La fig. 3A 

muestra una concentración de pigmento y un contenido en las células similar en cultivos crecidos en 

ausencia de citrato o en presencia de 1.2 mM de citrato. En contraste una concentración por arriba de 

28.9 mM de citrato estimuló la concentración total de pigmento y el contenido de pigmento en las 

células. Sin embargo, ni la concentración de astaxantina ni el contenido de astaxantina en las células 

aumentó apreciablemente. Es decir, la proporción de astaxantina en el pigmento extraído se redujo al 

aumentar la concentración de citrato. Por otro lado. el peso seco y el rendimiento disminuyeron al 

aumentar la concentración de citrato (Fig. 3B). De forma similar. como lo sugieren las tendencias 

de concentración de proteína y contenido de proteína en las células, la síntesis de proteína fue 

afectada negativamente por el citrato. Es interesante que en los experimentos con amonio, fosfato y 

citrato variables la concentración de proteína y el contenido en las células presentó una tendencia 

opuesta a la de pigmento. En conjunto esto sugiere que la restricción en la síntesis de proteína 

estimula la síntesis de carotenoides en P. rhodozyma. 
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6 DISCUSION 

6.1 EXPERIMENTOS EN FERMENTADOR. 

En todos los experimentos realizados en fermentador se observó que la transición de cultivo en lote a 

cultivo alimentado es especialmente importante desde el punto de vista de la síntesis de carotenoides 

y del metabolismo de la levadura. En prácticamente todos los experimentos se observaron durante 

este período de transición (20-60 horas) un rápido aumento del contenido de carotenoides en las 

células acompañado por una disminución del contenido de proteína. Estos eventos ocurrieron en 

presencia de concentraciones de azúcares por debajo de 10 mg/ml y fueron acompañados 

invariablemente por incrementos en la concentración de 00 y del rendimiento (Yxls). 

Adicionalmente, en el único experimento en el que se midió etanol (exp. 4), se pudo observar un 

rápido consumo de etanol durante este período. La reasimilación del etanol producido en las 

primeras horas de cultivo es un comportamiento común de levaduras en la fase exponencial tardía al 

reducirse la concentración de azúcares y aumentar la de oxígeno, de manera que también habría que 

esperar este comportamiento en los otros experimentos realizados. Oc hecho el aumento de 

rendimiento en este período sugiere que este es el caso. 

6.2 EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE OXÍGENO DISUEL TO (00) 

El aumento de la concentración de 00 que ocurre en la transición de cultivo en lote a cultivo 

alimentado, podría ser un factor determinante en la inducción de la síntesis de carotenoides en P. 

rhodozyma. Esto es sugerido por lo siguiente: a). En todos los experimentos la concentración de 

carotenoides totales solo aumentó cuando la concentración de 00 fue superior a 15-20% b). La 

acumulación de carotenoides (flglml) se detuvo al aproximarse el nivel de 00 a cero (experimentos 

2, 3 Y 6), c). El contenido de carotenoides en la levadura fue considerablemente mayor en los 

experimentos en los que prevalecieron condiciones aeróbicas durante toda la fermentación (378 

flg/g, prom. exp. 4 y 5) en comparación con aquéllos en los que ocurrieron períodos prolongados de 

limitación por oxígeno (194 flg/g, prom. exp. 3 y 6), d). Cuando la concentración de 00 es menor 

de 15-20%, ocurre generalmente un descenso pronunciado del contenido de carotenoides en las 

células (experimentos 2, 3 y 6). En ausencia de una síntesis apreciable, esto podría deberse a una 

redistribución de los carotenoides presentes a las hijas conforme la levadura crece o a una 
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degradación de los mismos. Por otro lado, datos publicados en la literatura también señalan la 

importante función de oxígeno en la síntesis de carotenoides, a). La síntesís de astaxantina en P. 

rhodozyma se reduce drástícamente en condiciones microaerofilicas (Johnson y Lewis, 1979), b). 

Hasta dor:de se sabe todos los grupos oxigenados de los carotenoides oxigenados se forman a partir 

de oxígeno molecular (Fraser y col. 1997), c). Las enzimas implicadas en la formación de 

astaxantina y otros carotenoides oxigenados del alga H pluvialis y de las bacterias A. aurantiacum, 

Alcaligenes sp. y E. uredovora requieren estrictamente de oxígeno d). En experimentos realizados 

en fermentador por Velázquez (1995), también se observó que el inicio de la síntesis de carotenoides 

coincide con el agotamiento de la fuente de carbono y con el aumento en la concentración de 00 e). 

En Haemalococcus pluvialis el contenido de astaxantina es proporcional a la tensión de oxígeno 

disuelto en el rango (0-50%). Sin embargo, al introducir oxígeno puro, concentraciones por arriba de 

100% disminuyen considerablemente la densidad celular y la fracción de células inmóviles aumenta 

(Lee y Oing, 1995). 

Adicionalmente, todas las células producen moléculas oxigenadas reactivas (MOR) tales como 

superóxido (0,-), peróxido de hidrógeno (H¡Ü,), oxígeno singulete CO,) y radícales hídroxilo ('OH) 

como subproductos del metabolismo aeróbico normal. Por ello, ello un rápido incremento de la 

concentración de 00 o altos niveles de 00 en el medio de cultivo deben producir estrés oxidativo 

en las células. Como se mencionó anteriormente, en organismos no fotosintéticos los carotenoídes 

ofrecen protección contra daño fotoxidativo mediado por radicales libres (Armstrong, 1997, 1994; 

Krinsky, 1977: Johnson y An, 1991). Por consiguiente, el que la síntesis de carotenoides se inicie al 

elevarse la concentración de 00 (en todos los experimentos en fermentador) sugiere que la síntesis 

es una respuesta natural de P. rhodozyma al ser sometida a estrés oxidativo. Otras actividades 

antioxidantes que posee P. rhodozyma son la superóxido dismutasa mitocondrial dependiente de 

manganeso(MnSOO) y una baja actívidad de catalasa en comparación con otras levaduras, pero 

aparentemente no posee las formas citosólicas dependientes de hierro y cobre, FeSOO y CuSOO 

respectivamente (Johnson y Schroeder, 1996). La producción de carotenoides entonces parece 

compensar su capacidad disminuida para desactivar superóxido y otros radicales (Johnson y An, 

i 99 i l. 
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6.3 EFECTOS DEL METABOLISMO DE ETANOL 

En las levaduras, el ascenso de la concentración de 00 al agotarse los azúcares en el medio de 

cultivo, generalmente va acompañado con un drástico cambio en el patrón global de expresión de 

genes de procesos celulares fundamentales del metabolismo de carbono, síntesis de proteínas y 

almacenamiento de carbohidratos (OeRisi y col. 1997; Davies, y coL 1995; Boucherie, 1985; Pahl y 

Beuerle, 1994). En S. cerevisiae, DeRisi y col. 1997 han demostrado que el cambio de condiciones 

anaerobias a aeróbicas induce por un factor de al menos 2, los niveles de mRNA de más de 700 

genes, mientras que los niveles de mRNA de más de 1000 genes disminuyen por un factor de al 

menos 3. Oe forma similar, es fácil imaginar que la síntesis de carotenoides es sólo uno de los 

numerosos efectos inducidos en P. rhodozyma por el cambio de condiciones anaerobias a aeróbicas. 

Como sucede en otras levaduras, la reasimilación de etanol por P. rhodozyma es uno de los procesos 

que se inician poco después de elevarse la concentración de 00 al disminuir la concentración de 

azúcares (experimento 4). Se sabe que la inducción de las enzimas requeridas para el metabolismo 

de etanol ocurre pocos minutos después del cambio de condiciones anaerobias a aeróbicas, 

simultáneamente con la inducción de componentes de la cadena respiratoria y de la mayoría de las 

enzimas del ciclo de Krebs (Heinisch y Hollenberg, 1993; Konz y col., 1998; Franco y col., 1984). 

Las actividades anteriores son en cierto grado co-reguladas y se inducen al liberarse la represión por 

glucosa (Vries y Marres, 1987). El metabolismo de etanol podría contribuir a la inducción de la 

síntesis de carotenoides en P. rhodozyma, por lo siguiente: la oxidación de etanol produce un 

aumento de la relación NAOHINAO+, por consiguiente, la actividad del ciclo de Krebs y la 

respiración se inhiben (Fig. 6.1). Previamente An y Johnson, 1990, han mostrado que la inhibición 

de la cadena respiratoria principal (con antimicina), estimula la producción de carotenoides en P. 

rhodozyma por un mecanismo en el que posiblemente está implicado una mayor formación de MOR 

y la activación de una vía respiratoria alterna Además, considerando que muchas oxidasas de 

alcoholes y aldehídos primarios producen peróxido de hidrógeno (Corbucci y col., 1986; Konz y 

col., 1998; Rosner y Storz, 1997; Ames y col. 1993), el metabolismo de etanol podría provocar 

estrés oxidativo en la levadura. En suma, la inhibición del ciclo de Krebs y el aumento de la 

producción de MOR ocasionadas por el metabolismo de etanol podrían ser factores que contribuyen 

a inducir la síntesis de carotenoides en P. rhodozyma. Otros autores han hecho observaciones que 

concuerdan con esto. En cultivos de P. rhodozyrna alimentados con etanol, Yamane y col., 1997b 
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observaron un aumento de la síntesis de astaxantina, pero a costa de un crecimiento pobre en 

relación con la alimentación de glucosa. Por otro lado, en presencia de 0.2% de etanol en el medio 

de cultivo, mutantes de P. rhodozyma han aumentado la producción de carotenoides y astaxantina 

(Gu y col.. 1997). 

En condiciones oxidativas el ciclo de Krebs es la única fuente de esqueletos carbonados para la 

síntesis de aminoácidos y ácidos nucleicos. Debido a su secuela inhibitoria sobre el ciclo de Krebs, 

el metabolismo de etanol puede desacelerar el crecimiento y desactivar la replicación por deficiencia 

de precursores para la biosíntesis (Jones, 1989). La disminución del contenido de proteína en las 

células y de la velocidad de síntesis de proteína total, observadas en la mayoría de los experimentos 

en fermentador durante las horas 20-60, sugieren un intenso recambio de proteínas. Puede inferirse 

que cuando el ciclo de Krebs está inhibido, el recambio de proteínas sería un recurso que le 

permitiría a P. rhodozyma disponer de precursores para la síntesis de proteínas, para la inaplazable 

necesidad de adaptarse a las condiciones oxidativas predominantes. Es significativo que antes del 

agotamiento de azúcares, otras levaduras también muestran una fase de transición caracterizada por 

disminución de la velocidad de crecimiento, reducción del contenido de proteína y aumento de RNA 

(Boucherie, 1985). En estas condiciones, la proteína y RNA son degradados extensamente, 

sugiriendo que las moléculas intracelulares suministran la mayoría de los precursores de biosíntesis. 

Otro hecho peculiar es que la oxidación de proteínas es en muchos casos un marcador para su 

degradación. Muchas proteasas comunes degradan más rápidamente las formas oxidadas en 

comparación con las no oxidadas (Stadtman, 1992). Por lo tanto, es de esperar una mayor actividad 

de estos procesos al elevarse el OD en el medio. La vital importancia de estos procesos es algo que 

debe enfatizarse ya que la deficiencia de peptidasas vacuolares (en mutantes) puede afectar 

negativamente la esporulación y ocasionar una rápida muerte celular (Teichert y col., 1989). 

6.4 OTROS PROBABLES EFECTOS DEBIDOS A UN DESBALANCE REDOX 

Obviamente, la activación de una vía metabólica como la síntesis de carotenoides solo permite 

redirigir una parte pequeña del flujo de carbono que no puede canalizarse a través del ciclo de Krebs 

o de la cadena respiratoria. Por si sola la. actividad de esta vía no es suficiente para corregir un 

desbalance redox causado por una rápida asimilación de etanol. Puesto que es una necesidad 

mantener el balance redox, en levaduras se ha propuesto que la reoxidación de NADH aumenta al 
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activarse vías disipadoras de energía (Prieto y col., 1992). De forma similar, otras vías biosintéticas 

consumidoras de A TP Y NAD(P)H podrían activarse en estas condiciones para contribuir a que el 

metabolismo no se interrumpa. Entre estas vías podríamos mencionar: 

l. La síntesis de ácidos grasos, glicógeno y el disacárido trehalosa requieren de A TP Y 

NADPH. Estas vías biosintéticas requieren oxígeno molecular, por lo que solo se activan en 

condiciones aeróbias en las etapas tempranas de la fase estacionaria (Vries y Marres 1987; Lillie 

y Pringle 1980; Parrou y col. 1999 Franco y col. 1984; Yang y col., 1998; Ni Y LaPorte. 1995; 

Evans y Ratledge, 1983; Park y col.. 1990). 

2. La síntesis de estero les se induce únicamente en condiciones aeróbicas. Con los carotenoides 

comparten los primeros pasos de su síntesis (Vries y Marres 1987; Amezeder y Hampel, 1990, 

1991 l. La biosíntesís de ergosterol aumenta en presencia de etanol en S. cerevisiae y en S. 

carlsbergensis (Gu y col. 1997). 

3. En P. rhodozyma. la actividad de la primera enzima de la vía del mevalonato (HMG-CoA 

reductasa), una enzima clave en la síntesís de carotenoides, estero les y otros isoprenoides 

aumenta en presencia de etanol (Gu y col. 1997). En hongos, se ha sugerido que esta enzima es 

regulada por la relación NADPHINADP- (Gray, 1987). 

4. La vía de las pentosas es estimulada por el metabolismo oxidativo de etanol a expensas del 

ciclo de Krebs (Juhnke y col., 1996; Jones, 1989). La actividad de G6PD que produce la mayor 

parte del NADPH en levaduras, es dispensable en la síntesis de pentosas pero es esencial para 

proteger las células contra un mediano estrés oxidativo (Pandolfi y col., 1995; Vries y Marres 

1987). Esta respuesta parece deberse a una mayor demanda de poder reductor para la activación 

de moléculas y enzimas antioxidantes, la activación de nuevas vías biosintéticas y para la 

reparación de moléculas oxidadas 

Todos estos datos en conjunto sugieren que al entrar a la fase estacionaria, la inhibición del ciclo de 

!<Jebs tiene un pape! fundamental, no $010 en la inducción de la síntesis de carotenoides, SÜ¡ü 

también en un gran número de respuestas adaptativas para ajustar del metabolismo global a 

condiciones oxidativas. 
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6.5 EXPERIMENTOS CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE ~ P, Mg, Cu, Fe y K 

Los elementos estudiados en los experimentos en matraz pueden dividirse en dos grupos: 

a). Los que estimularon la producción de carotenoides a bajas concedtraciones (P. N, Mg, Cu). b). 

Los que no estimularon a bajas concentraciones (Fe y K). La producción de astaxantina total y el 

contenido de astaxantina en las células aumentaron significativamente en presencia de bajas 

concentraciones de fosfatos, nitrógeno (en presencia de citrato), magnesio o cobre. Además, en la 

mayoría de estos casos se observó un incremento de la fracción de astaxantina en los carotenoides y 

una menor proporción de intermediarios de la síntesis. En el caso de fosfatos y nitrógeno el rango 

de concentración en el que se observa esto fue relativamente amplio en comparación con magnesio y 

cobre. Sin embargo. una diferencia importante es que al reducir los fosfatos o el nitrógeno, el peso 

seco aumenta, mientras q'.le al reducir la concentración de cobre o magnesio, la estimulación de la 

síntesis de carotenoides coincide con el inicio de un pronunciado descenso de peso seco. No se 

conocen las razones de este diferente comportamiento. 

A concentraciones de potasio menores de l mM disminuyeron sensiblemente la concentración final 

de carotenoides totales y el contenido de carotenoides en la levadura. En cambio concentraciones de 

potasio por encima de l mM tuvieron poco o ningún efecto sobre la producción de carotenoides o 

sobre el peso seco. El hierro mostró tendencias similares al potasio pero en un rango de 

concentraciones más bajo. A concentraciones de hierro menores de 1 ¡.1M diminuyeron 

sensiblemente la concentración de carotenoides totales y el contenido de carotenoides en la levadura, 

mientras que concentraciones mayores de 1 ¡.1M tuvieron poco o ningún efecto sobre los parámetros 

estudiados. 

6.6 EFECTOS DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE NITRÓGENO. 

En el experimento con concentraciones variables de nitrógeno en presencia de citrato (experimento 

4M), se observó que la concentración de carotenoides totales y de astaxantina aumentan 

paralelamente con el contenido de astaxantina al reducir la concentración de sulfato de amonio de 6!· . 

a 18.6 mM. (Fig lA del anexo). En cambio, la concentración de proteína disminuyó en el mismo 

rango de concentraciones (Fig. l C del anexo). Empleando diferentes cepas de P. rhodozyma en 
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medios complejos, varios investigadores han encontrado una mayor producción de pigmento al 

disminuir la concentración de amonio en el medio. En cultivos en lote alimentado, Yamane y col. 

(1997) han reportado una mejor producción de astaxantina a una alta relación ClN. En cultivos de P. 

rhodozyma crecida en jugo de uva, Meyer y du Preez (1994a) han reportado una mayor contenido de 

pigmento y de astaxantina al reducir la concentración de amonio residual en el medio. En el alga H. 

pluvialis la limitación de nitrógeno también es un factor clave para la acumulación de carotenoides 

(Kakizono y col. 1992). Juntos, estos datos sugieren que una limitada síntesis de proteínas pudiera 

ser un mecanismo común que estimula la síntesis de carotenoides en diferentes microorganismos. El 

comportamiento metabólico puede ser diferente en diferentes levaduras, sin embargo, varios 

conceptos generales son aplicables a la mayoría de ellas. Cuando una levadura se cultiva en un 

medio que contiene amonio como única fuente de nitrógeno, la disponibilidad de esta fuente tiene un 

efecto considerable en la cantidad de esqueletos de carbono, ATP y NADPH que son canalizados a 

la síntesis de proteína (Larsson y col. 1993). Al disminuir la disponibilidad de amonio, la demanda 

de carbono para la síntesis de proteína y nucleótidos disminuye, particularmente de a-cetoglutarato 

y oxaloacetato, y como resultado la fuente de carbono canalizada al ciclo de Krebs es excesiva. La 

acumulación de lípidos en estas condiciones es un fenómeno común en un número de levaduras 

(Ertugay y col., 1997). La acumulación de ácidos grasos y astaxantina observadas en P. rhodozyma a 

bajas concentraciones de amonio (Fig. 1 A Y C del anexo) podría ser entonces un mecanismo para 

encauzar el excedente de carbono, energía (A TP) Y NAD(P)H originado por la imposibilidad de 

sintetizar proteínas. La interpretación de que la síntesis de carotenoides es estimulada por un 

impedimento de síntesis de proteínas concuerda también con otros datos publicados. An y col. 

(\ 989) han sugerido que la velocidad o la eficiencia de utilización de nitrógeno es progresivamente 

impedida en una serie de mutantes con mayor contenido de carotenoides. Asimismo, el estudio de 

diferentes fuentes de nitrógeno para la producción de astaxantina frecuentemente ha conducido a la 

elección de aminoácidos que son metabolizados lentamente, posiblemente debido a que su uso 

produce una limitación de n;trógeno (Meyer y col., 1993). 

6.7 EFECTOS DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE FOSFATOS. 

En muchas levaduras, el crecimiento y la síntesis de proteína son impedidas también en medios 

deficientes en fosfato (Callieri y col., 1984). Puesto que en condiciones de deficiencia de fosfato este 

se encuentra asociado principalmente con el RNA, la relativamente baja síntesis de proteína 
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observada a bajas concentraciones de fosfato en P. rhodozyma podría ser ocasionada por una 

reducida síntesis de los mensajeros requeridos. Por lo tanto la mayor producción de astaxantina a 

bajas concentraciones de fosfato parece también estar ligada a un impedimento de la síntesis de 

proteína. La limitación de fosfato puede afectar por supuesto otras reacciones que requieren fosfato. 

Una importante vía de asimilación de fosfato es la fosforilación de nucleótidos de adenina (AMP, 

ADP), de manera que la A TPasa ligada a membrana puede ser un objetivo primario de esta 

limitación. An y Johnson (1990) han mostrado que el bloqueo de la cadena respiratoria principal con 

antimicina A, o por otros inhibidores de la respiración también estimula la producción de astaxantina 

en esta levadura. La superior producción de carotenoides a bajas concentraciones de fosfatos podría 

ser entonces el resultado de una baja actividad respiratoria inducida por limitación de fosfato 

(Manon y col. 1989). El nivel de fosfatos podría también afectar la producción de carotenoides en P. 

rhodozyma de otras formas más especificas. La síntesis de carotenoides requiere de fosfatasas 

debido a que varios precursores de los carotenoides son fosforilados mientras que los carotenoides 

no lo son. En muchos organismos la limitación de fosfato desreprime las fosfatasas microbianas que 

intervienen en la ruptura de los intermediarios fosforilados (Arnezeder y Hampel 1991). 

6.8 EXPERIMENTO CON CONCENTRACIONES VARIABLES DE MAGNESIO. 

La evidencia actual desde bacterias hasta células humanas indica que el magnesio tiene un papel 

universal en el control del ciclo celular (Walker, 1986; Walker y Duffus, 1980). En levaduras, el 

magnesio tiene funciones esenciales en la síntesis de DNA, purinas y en la función de tRNA 

(Kockova, 1990). En consecuencia, la deficiencia de magnesio en levaduras conduce al bloqueo del 

crecimiento en la fase G l o al final de la gemación (Ivanov y Pindrus, 1989; Hirímburegama, y col., 

1992). En los párrafos precedentes hemos sugerido que la restricción de la síntesis de proteínas 

causada por el metabolismo de etanol, o por limitación de nitrógeno o fosfato, es un mecanismo 

común que induce la síntesis de carotenoides en P. rhodozyma. Es interesante que los aminoácidos 

responsables de la unión del isocitrato, Mg", NAO., ATP Y ADP en la enzima isocitrato 

deshidrogenasa estén muy conservados en diferentes especies (Kim y col., 1995). La deficiencia de 

Mg+' podría reducir la actividad de la enzima, y reducir así la actividad del ciclo de Krebs, 

promoviendo un efecto simiiar. De manera alternativa, la limitacion de Mg" podría causar una lenta 

incorporación de aminoácidos a proteínas y en consecuencia una baja tasa de síntesis de las mismas. 

Además, debido a que la deficiencia también podría afectar la velocidad de síntesis de DNA y de 
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purinas, la velocidad de replicación debe reducirse considerablemente o incluso cesar. Otro posible 

mecanismo que podría mediar en la estimulación de la síntesis de carotenoides a bajas 

concentraciones de magnesio es la inhibición de la cadena respiratoria. Se sabe que el Mg ,2 está 

asociado con la enzima citocromo-c-oxidasa, sin embargo, su función en la enzima es todavía 

desconocida (Ortega-López, 1995). Otro aspecto que vale la pena mencionar es que en hongos y en 

otros organismos el magnesio es esencial en varias etapas de la incorporación de mevalonato a 

fitoeno y en algunos casos en la transformación de fitoeno a licopeno (Gray, 1987; Bramley, 1985; 

Johnson y An, 1991). Si este fuera el caso en P. rhodozyma, la estimulación de la síntesis de 

carotenoides observada a niveles de magnesio menores de 0.5 mM, sugeriría que el crecimiento es 

más sensible a la deficiencia de magnesio en comparación con la síntesis de carotenoides. 

6.9 CITRA TO, POSIBLE PRECURSOR DE CAROTENOIDES EN P. rhodozyma. 

La síntesis de carotenoides requiere de aceti1-CoA como fuente de carbono, y de A TP Y NADPH 

como cofactores (Bramley y MacKenzie, 1988). Debido a que el acetil-CoA es un intermediario 

clave para el metabolismo primario y secundario, su entrada a uno o al otro debe estar regulada de 

alguna manera. Cuando la síntesis de proteína es restringida en P. rhodozyma, la disponibilidad de 

acetil-CoA y A TP podían ser factores clave para cambiar el flux de carbono del ciclo de Krebs

respiración hacia la síntesis de ácidos grasos y carotenoides. La mayor parte del 13-caroteno en P. 

rhodozyma se encuentra localizado en gotitas de aceite que flotan en el citoplasma, al cual se cree 

están asociadas las actividades de desaturasas y ciclasas (Johnson y Schroeder 1996). Esto indica 

que las etapas tempranas de la síntesis de carotenoides en P. rhodozyma, como ocurre con la síntesis 

de ácidos grasos en otras levaduras oleaginosas, se lleva a cabo en el citoplasma. No obstante, la 

enzima piruvato deshidrogenasa se encuentra exclusivamente en la mitocondria, que curiosamente es 

relativamente impermeable al acetil-CoA (Evans y col. 1983). Es interesante que el citrato 

mitocondrial es considerado la fuente más importante de acetil-CoA para la síntesis de ácidos grasos 

en levaduras oleaginosas. La acumulación de citrato en la mitocondria y su transporte al citoplasma 

se ha explicado ampliamente por la inactivación alostérica de la enzima NAO' -isocitrato 

deshidrogenasa debido a una disminución de la concentración intracelular de AMP (Boulton y 

Ratiedge i 98 i; Evans y col. 19!!3). Puesto que la demanda de energía es satisfecha en P. rhodozyma 

en condiciones de limitación de nitrógeno o fosfatos, altas relaciones de NADHlNAD' y ATP/AMP 

deben reducir la actividad de la enzima. El citrato acumulado podría ser transportado al citoplasma y 
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partido por la enzima citosólica A TP:citrato liasa produciendo acetil-CoA y oxaloacetato (Evans y 

col., 1983). Puesto que tanto los ácidos grasos como los carotenoides son estimulados por la 

deficiencia de nitrógeno y de fosfato, y considerando que ambos requieren de acetil-CoA para la 

síntesis, se puede inferir que el citrato podría ser la fuente de unidades de acetilo para ambos 

procesos biosintéticos. Otro factor que sugiere esta posibilidad es que la A TP: citrato liasa se 

encuentra solo consistentemente en levaduras oleaginosas. de manera que la ausencia o presencia de 

la enzima marca una diferencia significativa entre las levaduras oleaginosas y otras levaduras 

(Boulton y Ratledge 1981). En nuestro laboratorio, recientemente se ha detectado la actividad de 

esta enzima en la cepa empleada en este trabajo (comunicación personal de Ángeles Martínez). La 

enzima también se ha encontrado en Rhodotorula gracilis, una levadura carotenogénica que esta 

tilogenéticamente emparentada con P. rhodozyma (Shashi y col.. 1990). La estimulación del 

contenido total de pigmento en la levadura y de la concentración de pigmento al adicionar citrato al 

medio de cultivo (Fig. 3A. anexo). también sugieren que el citrato podría ser la fuent~ de acetil-CoA 

para la síntesis de carotenoides. Esta posibilidad podría tener una considerable importancia industrial 

puesto que la adición de citrato al medio de cultivo, una materia prima de bajo costo, podría mejorar 

sustancialmente la producción de astaxantina en P. rhodozyma. Curiosamente, los ácidos grasos y 

los carotenoides comparten varios rasgos comunes con la síntesis de estero les incluyendo el 

requerimiento de A TP, NADPH, oxígeno molecular y acetil-CoA como fuente de acetilos para la 

construcción de la cadena. Considerando que el inicio de la síntesis de carotenoides y ácidos grasos 

es según parece debida en gran parte a alteraciones del metabolismo primario, parece factible que la 

síntesis de todos estos compuestos esté coordinada en P. rhodozyma. 

6.10 EFECTOS DE CONCENTRACIONES VARIABLES DE COBRE Y HIERRO. 

En P. rhodozyma, los carotenoides y en particular la astaxantina se sintetizan a la máxima velocidad 

durante la fase estacionaria o en presencia de inhibido res de la respiración como cianuro, antimicina, 

tunicamicina, nistatina y azida (Schroeder y Johnson, 1995a y b; Johnson y col., 1994; An y 

Johnson, 1990). En presencia de estos compuestos, la síntesis de astaxantina ocurre paralelamente 

con un cambio casi completo de respiración sensible a cianuro, a respiración insensible a cianuro. 

Debido a esto se ha propuesto que la activación de una vía respiratoria alternativa (RA) está 

estrechamente ligada a la síntesis de astaxantina. Por analogía y debido a que el hierro y el cobre son 

importantes cofactores de la cadena respiratoria de levaduras, podría esperarse una mejor producción 
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de carotenoides en condiciones de deficiencia de estos elementos. Sin embargo, en los experimentos 

realizados sólo las concentraciones de cobre menores de 1.5 ftM aumentaron la producción de 

astaxantina total y el contenido de astaxantina en P. rhodozyma. Considerando que la estimulación 

de la síntesis de carotenoides por deficiencia de cobre tiene peculiaridades diferentes a las 

observadas con deficiencia de nitrógeno, fosfato y magnesio a continuación se discuten algunos 

posibles mecanismos que podrían estar implicados en la respuesta. 

En las levaduras al menos 3 grupos de enzImas requIeren de cobre para su actividad: a). La 

citocromo-c-oxidasa, b). La superóxido dismutasa citosólica y otras enzimas antioxidantes, c). 

Factores de transcripción que controlan la homeostasis de cobre (Culotta y col., 1999). La 

citocromo-c-oxidasa es una enzima que parece estar conservada en todos los eucariotes (Capaldi, 

1990). Esta enzima que funciona como oxidasa terminal de la cadena respiratoria tiene dos centros 

catalíticos hemo-cobre (CuB, CUAl, uno de los cuales es el sitio de la reducción del oxígeno y el otro 

es mediador en la transferencia de electrones del citocromo c al primer sitio (Babcock y Wikstrom, 

1992; Nicholls y Ferguson, 1992). La limitación de cobre reduce específicamente la concentración 

de citocromo-c-oxidasa. sin afectar la concentración de otros citocromos (Fig. 6.2). Por ello, la 

respiración de células o de mitocondrias aisladas de células crecidas en medios deficientes en cobre 

se reduce significativamente (Light, 1972). A partir de cultivos continuos con deficiencia de cobre se 

han aislado variantes de C. Ulilis que dependen poco de este elemento para su crecimiento. Estas 

variantes poseen una vía respiratoria alternativa (RA) que se comunica con la cadena respiratoria 

principal (Fig. 6.2) cerca del citocromo b o de la ubiquinona (Downie y Garland, 1973). 

Considerando todo lo anterior, la estimulación de la síntesis de carotenoides y astaxantina en P. 

rhodozyma cultivada en medios deficientes de cobre podría estar vinculada a la activación de una vía 

RA como resultado de la inhibición de la cadena respiratoria principal en estas condiciones. Es 

interesante notar que en otras levaduras, la inhibición de la cadena respiratoria por agente~ externos 

o por mutación induce la formación de 0,-, estrés oxidativo y la activaci5n de vías RA (Zhao y 

col., 1996: Minagawa y col., 1992; Sakajo y col., 1993, 1997; Guerin y col., 1989). En P. rhodozyma 

el hecho de que la inducción de RA sea inhibida por atrapadores de radicales libres, sugiere que la 

vía RA es inducida Dor MOR (.Johnson y Sch..roeder, ! 996; An y JOP_'1son, ! 990; .AslTIstrong, ! 997; . . , . 
1994). Muchas plantas superiores, hongos y levaduras que incluyen especies pigmentadas de 

Rhodolorula. Cryplococcus y Sporobolomyces poseen también vías RA insensibles a antimicina y a 

cianuro (Goffeau y Crosby. 1978; Johnson y Schroeder, 1996; Shiraishi y Fujii, 1986). En algunos 
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Fig. 6.2. Cadena respiratoria en levaduras (Vries y Marres, 1987). 



organismos la expresión de un solo polipéptido es suficiente para activar la respiración alterna 

(Albury y col., 1996). Estas vías RA generalmente se activan para permitir el crecimiento en 

condiciones en las que la cadena respiratoria principal ha sido inhibida ya sea por mutación o por 

inhibidores de la respiración. En P. rhodozyma la activación de una vía RA, podría tener varias 

funciones: a). Catalizar la inserción de átomos de oxígeno en carotenoides, estero les u otras 

moléculas. b). Producir A TP para la biosíntesis cuando la cadena respiratoria esta inhabilitada e). 

Reducir el excedente de NADH causado por un rápido catabolismo cuando la cadena respiratoria 

principal se encuentra inhibida. Como se mencionó arriba, un excedente de NADH también parece 

estar implicado con el inicio de la síntesis de carotenoides durante el metabolismo de etanol. De 

igual modo, los datos con nitrógeno variable, así como los de mutantes con el metabolismo de 

nitrógeno alterado (An y col., 1989), sugieran también que un exceso de NADH, en este caso 

causado por una restricción en la síntesis de proteínas y nucleótidos, es un factor que desencadena la 

síntesis de astaxantina en P. rhodozyma. En todos estos casos, la canalización del NADH a través de 

la vía RA ayudaría a reducir el desbalance. 

Valdría la pena revisar algunos conceptos adicionales que nos ayudarán a comprender mejor las 

características de la vía RA. Una característica especial de P. rhodozyma y de otros 

microorganismos carotenogénicos es que poseen la coenzima Q 1 O de ubiquinona (UQ 1 O) en su 

cadena respiratoria (Golubev, 1995; Sugiyama, 1985; Laskin y White, 1999). La UQ10 es una 

benzoquinona con una cadena lateral de 10 unidades isoprénicas de 5 carbonos cada una. Debido a 

su pequeño tamaño y características hidrofóbicas es el único acarreador que puede difundirse 

libremente en la bicapa lipídica de la membrana mitocondrial interna, acarreando electrones hacia 

componentes menos móviles localizados en la membrana. La UQ es un colector de electrones de 

varias fuentes, pero puede donarlos a vías alternativas diferentes de la cadena respiratoria principal 

(Nicho lis y Ferguson, 1992; Babcock y Wikstrom, 1992; Sun y col., 1990). Debido a esto, la UQ 

pudiera ser un acarreador lógico para el transporte de electrones a través de la membrana plasmática. 

La cadena isoprenoide de la coenzima Q I O funciona como un elemento de anclaje a la membrana. 

Sin embargo, considerando que varios si no es que todos los microorganismos carotenogénicos la 

poseen y que es una coenzima poco usual en levadura~ (excepto en !~S carotenogénicas), bien podría 

tener alguna función en la transferencia de equivalentes reductores al complejo ~--caroteno-oxidasa. 

En plantas y levaduras, otros posibles donadores de equivalentes reductores en sistemas RA 

insensibles a cianuro y antimicina son: NAD(P)H, FMNH2 o FADH2 (Van den Bergen y col., 1994; 
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Guerin y col., 1989). Sin embargo, la presencia de NADPH aumentó muy poco la actividad de las 

hidroxilasas y oxigenasas (crtW y crtZ) de bacterias marinas (Fraser y col. 1997). En varios 

organismos, se sabe que las oxidasas de vías RA son generalmente activas en su forma reducida. El 

mecanismo que dete'TIIina la distribución de electrones entre la cadena respiratoria principal y la vía 

RA no se conoce, pero se sabe que la actividad de la segunda responde al nivel de reducción de la 

poza metabólica de UQ (Hoefnagel y Wiskich, 1998; Leach y col., 1996; Day y Wiskich, 1995). En 

Rhodobacter capsulatus la RA se activa cuando el nivel de reducción de la poza de UQ alcanza 25% 

aproximadamente. (Zannoni y Moore, 1990). En P. rhodozyrna, un efecto de la deficiencia de cobre 

debe incluir una mayor reducción de todos los componentes de la cadena respiratoria, incluyendo la 

UQIO. La mayor reducción de la UQIO podría entonces promover una mayor reducción de la(s) 

oxidasa(s) responsable(s) de la vía RA, la consecuente activación y una mayor desaturación e 

hidroxilación de carotenoides. Esto es congruente con el hecho de que en los matraces con más baja 

concentración de cobre la pigmentación aparece antes que en los matraces con una mayor 

concentración. Además, la relación astaxantina/carotenoides totales aumenta significativamente en 

condiciones de deficiencia de cobre, lo cual indica una mejor hidroxilación de los carotenoides. Por 

otro lado, en condiciones oxidativas el rendimiento (Yxls) está determinado en gran parte por el 

número de sitios de fosforilación en la cadena respiratoria (Verduyn, 1991). En virtud de que el flujo 

de electrones por la vía RA solo permite la síntesis de A TP en el sitio I de fosforilación, el 

rendimiento celular debe reducirse considerablemente (Light, 1972; Downie y Garland, 1973). No 

obstante. la operación de un solo sitio de fosforilación podría ser suficiente para un lento crecimiento 

cuando por cualquier causa la cadena respiratoria se encuentra inactiva (Vries y Marres, 1987). La 

fig. 5.15 nos muestra un mayor contenido de carotenoides a menor peso seco y a menor rendimiento, 

lo cual concuerda bien con lo expresado arriba. También en concordancia con esto es el hecho que 

en comparación con las cepas parentales, las mutantes de P. rhodozyrna aisladas en antimicina 

generalmente crecen más lento y el rendimiento (Yxls) es menor en diferentes fuentes de carbono. 

Esto sugiere por una parte que las mutantes obtienen menos energía de la fuente de carbono y por 

otra, una lesión (es) en las primeras etapas de la cadena respiratoria, probablemente cerca del 

citocromo b, el sitio donde actúa la antimicina (An y col., 1989; Meyer y col., 1993). 

Otro factor que podría contribuir a una mayor producción de carotenoides es que el cobre tiene un 

efecto inductor generalizado de enzimas relacionadas con el metabolismo de oxígeno (Galiazzo y 

col., 1988). Aún en ausencia de oxígeno la deficiencia de cobre reduce la actividad de enzimas 
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antioxidantes que dependen de cobre para su actividad como: glutatión peroxidasa (GSH-Px), 

metalotioneinas, CuZn SOO, catalasa entre otras (Lee y Hassan, 1985; Fields y Lewis, 1995; Tamai 

y col., 1993). La mayor producción de astaxantina en P. rhodozyma cultivada en bajas 

concentraciones de cobre, podría entonces deberse a que una limitada capacidad de síntesis de 

enzimas antioxidantes podría inducir estrés oxidativo en la levadura. 

El cobre es un metal esencial en muchos organismos pero por su naturaleza extremadamente tóxica 

requiere de una estrecha regulación (transporte, acumulación y excreción), para asegurar un 

suministro suficiente para funciones esenciales, pero evitar su acumulación en niveles tóxicos (Peña 

y col., 1998; Presta y Stillman, 1997). La homeostásis de iones cobre en levaduras se mantiene a 

través de la regulación de la expresión de genes implicados con el transporte, secuestro (Cu

metalotioneinas) y defensa contra especies de oxígeno reactivas. Los efectos son mediados por 

factores de transcripción dependientes de cobre (Winge, 1998). Sin embargo, es poco probable que 

estas actividades tengan una relación importante con la mayor síntesis de carotenoides en 

condiciones de deficiencia de cobre. 

El hierro es cofactor de muchas enzimas como citocromos, catalasas, flavo proteínas y ferredoxinas. 

La limitación de hierro disminuye fuertemente la concentración de cito cromo b, citocromo c+cl y 

citocromo a+a3 (Light y Garland, 1971). Oe forma similar, la limitación de hierro puede suprimir la 

síntesis de otros cofactores y alterar su actividad en la célula. Las hidroxilasas y oxidasas de varios 

microorganismos productores de astaxantina requieren de oxígeno y hierro para su actividad (Fraser 

y col., 1998), quizá debido a esto no se observó una mejor producción de carotenoides en bajas 

concentraciones de hierro. 

6.11 UNA COMPILACIÓN DE LOS EFECTOS MÁS RELEVANTES. 

Los experimentos realizados en fermentador sugieren que el agotamiento de azúcares, el 

consiguiente aumento de la concentración de 00, la reasimilación de etanol y la inhibición del ciclo 

ue Krebs, son eventos estrechamente vinculados con la inducción de la síntesis de carotenoides en P. 

rhodozyma. La producción de carotenoides parece obedecer al menos a dos propósitos: a). Reducir 

el desbalance NAOHINAO+ causado por el metabolismo de etanol y b). Proteger a la levadura contra 

el estrés oxidativo derivado del aumento de la concentración de OO. 
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Debido al relativamente pequeño flujo de carbono que es canalizado a carotenoides, es claro que la 

activación de esta vía por sí sola. no es suficiente para corregir el desbalance redox causado por un 

rápido metabolismo de etanol. Puesto que la continuación del metabolismo exige mantener un 

balance redox, otras vías biosintéticas como las de ácidos grasos, estero les, carbohidratos de reserva 

y otras, podrían inducirse coordinadamente al elevarse la concentración de OO. En consecuencia, la 

levadura debe sintetizar un número importante de nuevas enzimas y moléculas. Sin embargo, debido 

a su secuela inhibitoria sobre el ciclo de Krebs, el metabolismo de etanol limita la síntesis de 

proteínas por deficiencia de esqueletos carbonados. En estas condiciones, el recambio de proteínas 

parece ser un recurso de P. rhodozyma para disponer de los precursores carbonados, para la 

inaplazable necesidad de adaptarse a las condiciones oxidativas prevalecientes. 

En los experimentos en matraz la deficiencia de nitrógeno o de fosfatos produjo un aumento del 

contenido de carotenoides y de lípidos en la levadura, pero a costa de un menor contenido de 

proteína. Estos resultados indican también que la restricción de la síntesís de proteínas es un factor 

que estimula la producción de carotenoides en P. rhodozyma. La estimulación aparentemente es una 

respuesta para canalizar el exceso de carbono, A TP Y NADH ocasionado por la restricción de la 

síntesis de proteínas. 

En medios deficientes en cobre, la inhibición de la cadena respiratoria y la activación de una vía RA 

que participa en la formación de los grupos oxigenados de la astaxantina, parecen estar vinculadas a 

la producción superior de astaxantina y carotenoides en estas condiciones. La activación de una vía 

RA es factible que funcione como un mecanismo para reducir el excedente de NADH causado por 

un rápido catabolismo cuando la cadena respiratoria principal se encuentra inhibida. La activación 

de esta vía RA permitiría la continuación del catabolismo y el anabolismo. 

En este trabajo se estudió el comportamiento de P. rhodozyma en una amplia gama de condiciones 

experimentales. Los resultados indican que tanto el metabolismo de etanol, como la deficiencia de 

nitrógeno, fosfato, magnesio y cobre son eventos que estimulan la producción de carotenoides. El 

hecho de que en condiciones tan diversas se estimule la síntesis de carotenoides sugiere que los. 

efectos al menos en parte, no son específicos, sino más bien debidos a la alteración del metabolismo 

celular en general. Los resultados convergen en que la inducción de la síntesis de carotenoides se 

origina en una restricción en el metabolismo, por lo siguiente: a). El metabolismo de etanol produce 
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un des balance de NAOHINAO+ y la inhibición del ciclo de Krebs b). La deficiencia de nitrógeno, 

fosfatos y posiblemente magnesio restringen la síntesis de proteínas c). La deficiencia de cobre 

inhibe la cadena respiratoria d) La pigmentación generalmente aumenta con un lento crecimiento 

(Schroeder y Johnson, 1995a). Cualquiera de estos eventos debe contribuir a elevar la concentración 

de 00 en el medio de cultivo debido a que un lento crecimiento requiere una reducida demanda de 

oxígeno. Es decir, cualquiera de los eventos anteriores produciría estrés oxidativo en la levadura, lo 

que podría ser un factor favorable para inducir la síntesis de moléculas antioxidantes como los 

carotenoides. En condiciones de limitación de nitrógeno o fosfato los requerimientos de energía de 

la levadura son cubiertos debido a la baja demanda de A TP para la síntesis de proteínas y de 

nucleótidos. La respiración generalmente se reduce al acumularse el A TP. Puesto que la 

fosforilación oxidativa es la vía principal de oxidación de NAOH, la relación NAOHINAO' debe 

elevarse también. De forma similar, debido a que el etanol es un sustrato muy energético, su 

metabolismo eleva la relación NAOHINAO+. En contraste, en condiciones de deficiencia de cobre la 

síntesis de proteínas estaría supeditada a la disponibilidad de ATP, pero un rápido catabolismo junto 

con una cadena respiratoria inhibida necesariamente conduciría a una mayor relación NAOH/NAO+. 

Todos estos datos sugieren que un incremento de la relación NAOHINAO+ puede ser un evento 

común y fundamental en la inducción de la síntesis de carotenoides en cualquiera de estas 

situaciones. Este análisis es interesante si recordamos que la enzima isocitrato deshidrogenasa de 

levaduras lipogénicas y no lipogénicas requiere de'NAO+ para su actividad (Evans y col., 1983a y b; 

Przybyla y col., 1999). La falta de NAO+ reduce la actividad de la enzima causando la acumulación 

de citrato en la mitocondria. Como se mencionó antes, en la síntesis de lípidos en levaduras 

lipogénicas. el citrato es transportado al citosol. y allí partido a acetil-CoA y oxaloacetato por la 

enzima ATP:citrato liasa. El acetil-CoA citosólico podría ser usado entonces no solo en la síntesis de 

ácidos grasos, sino también en la de carotenoides y estero les. La mayor concentración de 

carotenoides totales y el mayor contenido de carotenoides en las células obtenidos al adicionar 

citrato al medio de cultivo, parecen apuntar igualmente en este sentido, sin embargo. esto debe 

confirmarse en investigaciones futuras. En virtud de que la isocitrato deshidrogenasa también 

depende de la activación alostérica por AMP, y de que la inhibición de esta enzima por ATP es un 

rasgo general en muchas levaduras. es concebible que en algunas condiciones la acumulación de 

A TP (bajos de AMP) pudiera también tener un papel regulatorio. 
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En los experimentos con concentraciones variables de cobre y magnesIO, las condiciones que 

estimulan un buen crecimiento generalmente originan un bajo contenido de carotenoides en las 

células. Además, en los experimentos en fermentador, la producción de carotenoides generalmente 

no ocurrió durante la fase de crecimiento balanceado en condiciones ambientales óptimas. En 

concordancia con otros autores. esto sugiere que la producción de astaxantina compite con el 

crecimiento por sustratos de carbono, A TP Y NADH. De forma similar, el menor rendimiento 

observado en medios deficientes en cobre indica que las células obtienen menos energía de la fuente 

de carbono en estas condiciones. Considerando que en condiciones oxidativas el rendimiento (Yxls) 

está determinado en gran parte por el número de sitios de fosforilación en la cadena respiratoria y 

que el flujo de electrones por la vía RA solo permite la síntesis de A TP en el sitio I de fosforilación, 

el menor rendimiento celular al reducirse la concentración de cobre sugiere una mayor actividad de 

la vía RA. Esta explicación concuerda también con la observación experimental de que la mayor 

proporción de astaxantina ocurre a bajos niveles de cobre. 

A pesar de la amplia gama condiciones experimentales probadas, en ningún caso el contenido de 

carotenoides sobrepasó los 500 ¡,tg/g de levadura. Se puede concluir entonces que la dificultad para 

alcanzar altos contenidos de carotenoides en la levadura, no se debe a una limitación en la cinética 

de síntesis. ni a falta de sustratos. Otros mecanismos regulatorios deben jugar también un papel, 

incluyendo la regulación por producto final de las sintetasas (Johnson and Schroeder 1995). Por lo 

tanto la sola disponibilidad de precursores del metabolismo primario como acetil-CoA o citrato 

podrían no ser suficientes para aumentar significativamente la producción de astaxantina en cepas 

nativas de P. rhodozyma (por arriba de 600 ¡,tg/g). Para lograr este objetivo, los mecanismos 

regulatorios de las enzimas relevantes deben necesariamente alterarse o eliminarse. 
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7 CONCLUSIONES 

Empleando un diseño factorial 23
.', se estudió en fennentador el efecto de la velocidad de 

alimentación de sacarosa, la relación carbono/nitrógeno y dos fuentes de nitrógeno (extracto de 

levadura (EL) o una mezcla de sulfato de amonio-EL). La velocidad de alimentación de sacarosa fue 

el factor más importante: una lenta alimentación (4.7 g/h) fue favorable desde el punto de vista de 

producción de carotenoides totales y contenido de carotenoides en la levadura en comparación con 

una rápida alimentación (7.2 g/h). Los efectos de los otros dos factores fueron de menor importancia. 

En fennentador se logró cultivar P. rhodozyma a densidades celulares de hasta 100 mg/ml y se 

alcanzaron concentraciones de carotenoides finales de hasta 33 Ilg/ml, lo que representa un 

incremento de 300% con relación a trabajos previos realizados en nuestro laboratorio con la misma 

cepa. 

Las cinéticas de los experimentos en fermentador sugieren que la limitación de azúcares, 

concentraciones de OD por arriba de 15-20%, el recambio de proteínas intracelulares y la 

reasimilación de etanol son factores importantes en la inducción de la síntesis de carotenoides en P. 

rhodozyma. 

La síntesis de carotenoides es estimulada, en condiciones aeróbicas, por una restricción del 

metabolismo de la levadura: a). La inhibición del ciclo de los ácidos tricarboxílicos b). La restricción 

de la síntesis de proteínas c). La inhibición de la respiración. 

La reasimilación de etanol parece ser un factor clave en la inducción de la síntesis de carotenoides en 

P. rhodozyma. La inhibición del ciclo de Krebs podría ser el mediador de este efecto. 

De fonna similar, la limitación de amonio o de fosfatos estimuló la acumulación de astaxantÍna en 

P. rhodozyma. El efecto posiblemente esté vinculado con la menor síntesis de proteínas observada 

en estas condiciones. 
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El uso de medios de cultivo con bajos niveles de cobre « 1 JlM) produjo una mayor concentración 

de astaxantina y un mayor contenido de astaxantina en las células. Es factible que la inhibición de la 

cadena respiratoria principal por deficiencia de cobre y la activación de una vía respiratoria alterna, 

estén implicadas con los efectos observados. 

Los datos obtenidos para concentraciones variables de amonio, fosfato, cobre y magnesio, sugieren 

que un aumento en la relación NAOHINAO' y la subsecuente acumulación de citrato en la 

mitocondria son eventos comunes y fundamentales en la inducción de la síntesis de carotenoides. 

Entonces, la enzima NAO':isocitrato deshidrogenasa, una enzima clave en la operación del ciclo de 

Krebs de levaduras, podría tener un papel trascendental en la inducción. Como ocurre en la síntesis 

de lípidos en levaduras lipogénicas, la inhibición de la enzima causaría la acumulación de citrato. 

Oespués de ser exportado al citosol éste podría el ser el precursor del acetil-CoA requerido no solo 

para la síntesis de lípidos, sino también para la de carotenoic1.es y otros isoprenoides. 

La mayor concentración de carotenoides totales y el mayor contenido de carotenoides en células 

obtenidos al adicionar citrato (>28 mM ó más) al medio de cultivo, sugieren que el citrato podría ser 

verdaderamente el precursor de carotenoides en P. rhodozyma. 

En concordancia con otros autores, los resultados de nuestro trabajo coinciden en que la producción 

de astaxantina compite con el crecimiento por sustratos de carbono, ATP y NAO(P)H, es decir, un 

crecimiento balanceado generalmente está asociado con un contenido relativamente bajo 

carotenoides en la levadura. 
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9 ANEXO: "Citrate, a possible precursor of astaxanthin in Phaffia rhodozyma: 
influence of varying levels of ammonium, phosphate and citrate in a 
chemically defined medium" (artículo aceptado para su publicación en Appl. 
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Abstract. The influence of ammonium, phosphate and citrate on astaxanthin production by the 

yeast Phaffia rhodozyma was investigated. The. astaxanthin content in cells and astaxanthin 

concentration increased upon reduction of ammonium from 61 to 12.9 mM (140 to 230 ¡¡glg and 

1.2 to 2.3 ¡¡g/mi, respectively). Similarly, both the astaxanthin conten! and astaxanthin 

concentration increased by reducing phosphate from 4.8 to 0.65 mM (160 to 215 ¡¡glg and 1.7 to 

2.4 ¡¡g/mi, respectively). Low concentrations of ammonium or phosphate also increased the fatty 

acid content in cells. By analogy with lipid synthesis in other oleaginous yeast, examination of 

data at varying nitrogen and phosphate, suggest that citrate can be the source of carbon for fatty 

acids and carotenoid synthesis. Supporting this possibility is the fact that supplementation of 

citrate in the medium at levels of 28 mM or higher notably increased the final pigment 

concentration and pigment content in cells. The increased carotenoid syntheses at low arnmonium 

or phosphate levels, as well as the stimulation by citrate, were all paralleled by decreased protein 

synthesis. This suggests that restriction of protein synthesis could play an important role in 

carotenoid synthesis by P. rhodozyma. 



Introduction. 

Astaxanthin (3,3'-dihydroxi-p,p-carotene-4,4'-dione) is a cornmonly found carotenoid pigment in 

marine animals. Salmonids and crustaceans obtain the pigment through their diet to acquire 

distinctive red/pink coloration. Carotenoids containing oxygen functional groups (xanthophylls) 

are found in all photosynthetic plant tissues. However, astaxanthin biosynthesis is limited only to a 

few species of microorganisms including the yeast P. rhodozyma (Johnson and An 1991), the 

microalga Haematococcus pluvialis (Kakizono et al. 1992), and the marine bacteria 

Agrobacterium aurantiacum and Alcaligenes sp strain PC-I (Yokoyama et al. 1994). In the last 

decade, there has been significant commercial interest in developing P. rhodozyma as an 

astaxanthin source for cultured fish and shellfish (Nakano et al. 1995). Thus, several companies 

have seriously promoted the yeast as an industrial pigment source (Johnson and Schroeder 1995a, 

1996). In addition to its role as a pigment, astaxanthin is a powerful scavenger of singlet oxygen 

and peroxyl radicals. In fact, a superior singlet oxygen quenching ability has been reported for 

astaxanthin in relation to other carotenoids present in vegetables like p-carotene, cantaxanthin, 

lutein and zeaxanthin (Di Mascio et al. 1990). Their antioxidant property has associated 

astaxanthin and other carotenoids with a reduced incidence of cancer and other degenerative 

diseases and an enhanced immune response (Schroeder and Johnson 1995b). 

Several reports in the literature have shown that media constituents, among other 

environrnenta1 factors, affect astaxanthin production in P. rhodozyma (Johnson and An 1991). The 

effects of different nutrients on P. rhodozyma have generally been studied in med:a containing 

complex sources of nutrients such as peptone, malt and yeast extracts and grape juice (Schroeder 

and Johnson 1995a; Meyer and duPreez 1 994a). Although such media are ofien convenient 

because they contain all nutrients, they suffer from the disadvantage of being undefined and 

sometimes variable in composition, which may mask important nutritional effects. For this reason, 

several previous studies are difficult to interpret in detail because of inadequate characterization of 
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growth limiting factors in the media. Thus, in order to elucidate the nature of nutritional effects, as 

far as possible, chemically defined or synthetic media must be used. Since few if any studies have 

been :arried out with P. rhodozyma in minimal media, the purpose of this work was to investigate 

the influence of ammonium, phosphates, and citrate, on growth and astaxanthin production by the 

yeast in a chemically defined medium. 

Materials and methods 

Yeast strain and cultivation. 

The strain type of P. rhodozyma NRRL Y-10922 (sexual state Xanthophyllomyces dendrorhous) was obtained from 

the ARS culture eolleetion, USDA, Peoria, IL, USA. The yeast was maintained on YM agar plates eontaining (per 

liter): 10 g glueose, 5.0 g Baeto-peptone, 3.0 g malt extraet, 3.0 g yeast extraet and 15 g agar. Single eolonies were 

transferred to a fresh plate every month, ineubated for 3 days and thereafler kept under refrigeration. lnoeulum was 

prepared in liquid YM medium as aboye but without agar. Six 250-ml baftled flasks, eaeh eontaining 32 mi of YM 

medium, were inoeulated with a loopful of yeast from an agar plate. The flasks were ineubated for 36 hours on an 

orbital shaker (Gallenkamp), at 150 rpm and 21-22 'C. Subsequently, the ce lis were harvested by eentrifugation at 

3500 x g for 10 minutes and re-suspended in 100 mi ofO.3% saline solution. One mi ofthis suspension was inoculated 

into eaeh flask containing 32 mi of defined medium with varying amounts of ammonia, phosphate or citrate. 

Experiments. 

Two experiments. each consisting of a series of nine or eight 250-ml baftled flasks in duplicate, were carried out using 

defined media with varying concentrations of ammonium sulfate or phosphates, respectively. We perforrned an 

additional experiment consisting of four flasks in duplicate, with varying concentrations of citrate. Citrate 

concentrations up to 2.7 mM were supplied as sodium citrate, whereas higher concentrations were supplied as .a 

mixture ofsodium citrate/citric acid (1:3). P. rhodozyma was grown for 6.5 days at 150 rpm and 21'C on the orbitól 

shaker. The initial pH was 5.5- 6.0. 

From preliminary work carried out in our laboratory (unpublished), we developed ehemically defined media 

containing non-iimiting amounts ol' nutrients. In th~ experiment with varying arnmonium concentrations the medium 

eontained (gil): 30.3 sucrose, 0.39 Na,HPO" 0.08 MgSO,"7H,O, 0.07 KCI, 0.02 CaCI,"2H,O, 0.002 FeSO,"7H,O, 

0.0006 CuSO,"SH,O, 0.012 ZnSO,"7H,O, 0.0006 MnSO,"H,O, 0.0002 CoSO,"7H,O, 0.00013 H,BO" 0.00053 

Na,MoO,"2H,O, 0.3 NaCl, 1.8 Na,SO" 2.5 sodium eitrate, OA mi vitamin solution and varying amounts of 
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arnrnoniurn sulfate. The sulfur contained in this medium was well in excess ofthe requirernents ofthe yeasl. So, in the 

experiment with varying phosphates. to reduce the amount of sulfur and to avoid an excessive drop of pH, Ihe medium 

was supplied with a mixture of nitrogen sources (gil): 0.32 (NH,) SO" 0.13 NH,CI, 0.5 urea. To keep the final pH 

relatively constant in the different flasks, phosphates were supplied as Na,HPO, to the four Ilasks (1-4) with lower 

phosphate concentrations and as NaH,PO,·H,O to the three flasks (6-8) with the higher phosphate concentrations. 

Flask 5 was provided with a 50:50 (M) mixture of each phosphate. Other nutrients were supplied as aboye. [n the 

experiment with citrate, the medium was similar to that employed with varying nitrogen excepl that K,SO, (0.18 gil) 

was used instead of KCI, the amount of other components was slightly adjusted as follows (gil): 0.4 Na,SO" 1.4 NaC!, 

0.63 (NH4 ) SO" 0.43 urea. The vitamin solution contained: 75 mg calcium pantotbenate; 38 mg thiamine; 2 mg biotin; 

3.8 mg cianocobalamin: 3.75 g myo-inositol; 19 mg pyridoxin chloride; 38 mg riboflavine; 225 mg nicotinamide; 500 

mi deionized water. Flasks containing medium with sugar, sulfates, sodium chloride and ammonium chloride were 

autoclaved together for 15 minutes at 120 oC and 1.25 kglcm'g. Phosphates, calcium chloride, boric acid and sodium 

molybdate were autoclaved separately, cooled, and added to the sterilized flasks. Stock solutions of urea, vitamins and 

citrate were filter sterilized and added just before inoculation. 

Analytícal procedures 

For dry weight determinations, broth samples of 5 or 6 mi each were centrifuged for 10 minutes at 3500 x g and 

washed once with distilled water. The washed cells were dried for 48 h at 950 C over aluminum pads allowed to cool 

in a desiccator and weighed. For protein analyses, washed ce lis (two or three mi samples) were resuspended in 0.5 mi 

of I N NaOH and disrupted for 15 minutes in a bath at 92 oC . Once cooled, Ihe samples were diluted to 3 mi with 

distilled water and analyzed by Ihe biuret method (Gomall et al. 1949). Bovine serum albumin (Sigma Chemical Co., 

SI. Louis, Mo.) was used as standard. Reducing sugars were assayed colorimetrically in the supematant by the 3,5-

dinitrosalicylic acid method (Miller 1959). Growlh yield on substrate was calculated as Yx/s= (xf- xo)/(So-SI), where 

xf, xo denote the final and initial cell concentrations respectively and So, Sf denote the inhial and final sugar 

concentrations. Lipids were extracted from the ce lis (pelleted from 6 mi samples) at 70 oC for two hours with KOH in 

ethanol (2.14 M KOH in 12% ethanol v/v) as described by Andlid et al. (1995). The líberated fatry acids were 

extracted three times with 3 mi hexane and dried under a stream of nitrogen. The fatry acids were subsequently 

converted to rndnyi esters using 2.5% NCi in methanoi and anaiyzed on a rerkin-Eimer (üSA) gas chromatograph 

with llame ionization detector. The chromatograph was equipped with a column (FFAP 15%; 3.2 mm diameter x 1.8 

m long) and a Perkin-Nelson integrator modo 1020. The nitrogen flow rate was 24 ml/min. Residual ammonia was 

assaycd colorimetrically by the Berthelot method (Weatherbum 1967) and phosphate by Ihe Jones method (Sumner 
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1944). Carotenoids were extraeted into hexane: ethyl aeetate (50:50) following disruption of yeast eells with 

dimethylsufoxide (DMSO), as deseribed by Sedmak et al. (1990). Total pigments were ealeulated using E480 =~ 2150. 

Thin-Iayer chromatography (TLC) analyses. 

To allow complete drying of the extraets, yeast ce lis (about 2 mg) were ruptured with DMSO and pigments extraeted 

twice with 2 mI hexane each. Hexane extraets were collected and dried by evaporation in a stream of nitrogen. 

Subsequently, the pigments were ehromatographed together with standards of astaxanthin (Hoffman-LaRoehe) on 

siliea gel plates (Siliea gel 60, 10 x 20 em; E. Merek AG. Darmstad. Germany), and developed in a mixture of 20% 

acetone-80% petroleum ether. Quantitative analysis of astaxanthin was m.de by eomparison of standard and sample 

spots by means of a CAMAG densitometer. 

ResuIts 

Effects of varying ammonium concentrations. 

To determine the effect of ammonium on growth and astaxanthin production by P. rhodozyma, a 

defined medium was supplemented with different amounts of arnmonium sulfate (2.1 to 61 mM). 

Fig. lA shows that astaxanthin and total pigment concentrations in the broth reaehed a maximum 

of 2.4 and 3.9 Ilg/ml respectively within the range from 12.9 to 22.9 mM arnmonium. A slowly 

decreasing trend of astaxanthin (2.4 to 1.2 Ilg/ml) and total pigment concentrations (3.9 to 3.3 

Ilg/ml) can be seen aboye 22.9 mM and sharply reduced coneentrations below 13 mM arnmonium. 

Similarly, the astaxanthin content in the cells decreased from 302 to 140 Ilg/g while increasing 

ammonium from 2.1 to 61 mM. In contrast, and probably because of lhe simultaneous decrease in 

dry weight (Fig. 1 B), no clear tendency can be seen in the total pigment content in cells. The 

carotenoids extracted from the cells were the same irrespeetive of the arnmonium concentration 

(not shown). However, the astaxanthinltotal pigment ratio increased significantly at low 

ammuuiuIIl ~úIl~t:ulraliuns. Fig. iB shows that the finai dry weight reached a maximum of 10.9 

mg/ml at 28.6 mM ammonium but decreased notably at higher and lower values. The growth yield 

(Yxls) showed a trend similar to dry weight, with a maximum ofO.37 g cells/g sugar. The final pH 

was about 2.3 in the range from 34 to 61 mM arnmonium, but higher (5-7.4) at arnmonium 
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concentrations below this range. Significant amounts of residual arnmonium were only detected at 

initial arnmonium concentrations aboye 34 mM (Fig. I C). As expected, the protein content in ce!!s 

increased (0.06 to 0.24 g/g ce!!) with incr~asing ammonium up to 43 mM, but tended to level off at 

higher values (Fig. I C). As evidenced by the sharp fa!! of biomass in Fig. lB, ce!! replication was 

probably affected at ammonium levels below 22.9 mM. At arnmonium concentrations below 12.9 

mM, the effect of nitrogen deprivation is further evidenced by the incomplete consumption of 

sugars after 6.5 days cultivation (Fig lB). However, even under these adverse conditions the 

astaxanthin and fatty acid contents in the ce!!s increased and the total pigment content was not 

diminished (Fig. lA and I C). 

Effects of varying phosphate concentration. 

P. rhodozyma was cultmed in a chemica!!y defined medium with varymg concentrations of 

phosphate (0.3- 9.7 mM). Fig. 2A shows a decreasing trend of astaxanthin (2.3 to 1.7 ¡tg/ml) and 

total pigment concentrations (4.6 to 4.0 ¡tg/m!) as phosphate increases trom 1.3 to 4.8 mM, but the 

total pigment content was relatively constan!. Notably, the astaxanthinltotal pigment ratio 

increased progressively with lower phosphate concentration (not shown). The final dry weight 

reached a maximum of 11.1 mg/ml at 0.65 mM and slightly decreased as phosphate concentration 

increased (Fig. 2B). The growth yield (Yxls) exhibited a similar trend to dry weight, with a 

maximum of 0.38 g yeast/g sugar, whereas the final pH was relatively constant (Fig. 2B). On the 

other hand, the total protein (0.8-1.9 mg/ml) and the protein content in ce!!s (0.08-0.19 g/g cel!) 

increased with increasing phosphate (Fig. 2C) even though associated with a lower biomass (Fig. 

2B). The maximum concentrations of astaxanthin and total pigment (2.4 and 4.5 ¡tg/ml) occurred 

with a high biomass between 0.65-1.3 mM phosphate. The increased biomass at low phosphate 

was at least partly caused by an increased fatty acid 8ccumulation (Fig. 2C). lt is noteworthy that 

6 



significant amounts of residual phosphate were only detected at initial phosphate concentrations 

aboye 7.1 mM (Fig. 2C). 

Effects of varying citrate concentration. 

An experiment with varying amounts of citrate (O-58 mM) in the medium was carried out. Figure 

3A shows similar pigment concentration and pigment content in cells grown with no citrate or 

with 1.2 mM of citrate in the medium. In contrast, citrate concentration at 28.9 mM or aboye 

stimulated total pigment concentration and total pigment content in the cells. However, the 

astaxanthin concentration and astaxanthin content in ce lis were not appreciably increased. That is, 

the pro portio n of astaxanthir. in the extracted pigment was reduced noticeably with higher citrate 

concentratiqn. On the other hand, dry weight and growth yield decreased with increasing citrate 

(Fig. 3B). The pH was higher at 29 and 58 mM in relation to lower citrate concentrations. 

Similarly, as suggested by the trends in total protein and protein content in cells, protein synthesis 

was also negatively affected by citrate (Fig. 3C). In all three experiments (varying arnmonium, 

phosphate or citrate). the total protein and total pigment concentrations showed opposite trends 

with varying concentrations of the specific nutrient. This may imply that protein restriction is a 

cornmon factor that stimulates carotenoid synthesis in P. rhodozyma. 

Discussion 

The astaxanthin and total pigment concentrations, as well as the astaxanthin content in cells 

increased when ammonium sulfate was reduced from 61 to 18.6 mM (Fig 1 A), but at the expense 

of reduced protein synthesis (Fig. 1 C). Working with different strains of P. rhodozyma in complex 

decreases. Yamane et al. (1997) reported that astaxanthin production in feed batch cultures was 

improved by a high initial CIN ratio. Meyer and duPreez (1994a) reported that decreasing residual 

arnmonia in cultures of P. rhodozyma grown in grape juice increased astaxanthin and total pigment 
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contents. In the alga H pluvia/is, nitrogen limitation has also been a key factor for accumulation of 

carotenoids (Kakizono et al. 1992). AIl these data suggest that reduced protein synthesis might be 

a common mechanism that stimulates carotenoid biosynthesis. ~he particular metabolic behavior 

may be different in different yeast strains. However, sorne general statements can be put forth 

which apply to most if not all yeas!. When yeast are grown in media containing ammonium as sole 

nitro gen source, the protein content in the ceIls has a considerable effect on the quantity of carbon, 

ATP and NADPH channeled into protein synthesis (Larsson et al. 1993). As arnmonium 

availability decreases, the carbon demands for protein and nucIeotide synthesis drop, particularIy 

for a-ketoglularate and oxaloacetate. As a result, the carbon so urce becomes in excess. 

Accordingly, the larger accwnulation of fatty acids and astaxanthin at low arrunonium 

concentrations (Fig. 1 A and C) may serve as a means for accornmodating the surplus of carbon, 

energy (ATP) and NADPH arising from a limited protein synthesis. The interpretation that 

carotenoid biosynthesis is stimulated by limited protein synthesis agrees weIl with other published 

data. An el al. (1989) have suggested that the rate or efficiency of nitrogen utilization was 

progressively impaired in a series of mutant strains with increasing carotenoid conten!. On the 

other hand, screening of nitrogen sources for astaxanthin production has frequentIy resulted in the 

selection of slowly metabolized amino acids, the use of which probably resulted in nitrogen 

limitation (Meyer et al. 1993). 

In many yeast, the overaIl rates of protein synthesis and growth are restricted also by 

phosphate deficit (CaIlieri et al. 1984). Since phosphate is mainly associated with RNA under 

phosphate limitation, the limited protein synthesis seen at low phosphate with P. rhodozyma, may 

be due to slow replication caused by insufficient phosphate for DNA and RNA synthesis. 

Therefore, the increased astaxanthin production at low phosphate concentrations is very likely 

connected to a restricted protein synthesis. However, An and Johnson (1990) have shown that 

blockage of the main respiratory chain by antimycin A, or other inhibitors of the respiratory chain, 
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results in an increased production of astaxanthin in P. rhodozyma. So, limited yeast growth and 

increased carotenoid formation might occur as a result of a low respiratory activity induced by 

phosphate limitation (Manon et al. 1989). Apart, phosphate may affect carotenoid production in P. 

rhodozyrna in other more specific ways. Phosphatases are required for carotenoid synthesis 

because several ofthe early biosynthetic precursors of carotenoids are phosphorylated (mevalonate 

pathway) whereas carotenoids are not. In many microorganisms, limiting phosphate often 

derepresses microbial phosphatases that cleave phosphorylated intermediates (Amezeder and 

Hampel 1991). 

On the other hand, carotenoid biosynthesis requires acetyl-CoA as a building block, and 

ATP plus NADPH as co-factors (Bramley and MacKenzie 1988). Because acetyl-CoA is a key 

intermediate used in both primary and secondary metabolic pathways, its entry into these 

altemative pathways must be somehow regulated. When protein synthesis is restricted in P. 

rhodozyma. the availability of acetyl-CoA and A TP may be key factors for switching the carbon 

flux from TCA-respiratory to carotenoidlfatty acid biosyntheses. In P. rhodozyma about 70% of 13-

carotene is located in lipid globules in the cytoplasm, where desaturase and cyclase activities are 

believed to be associated (Johnson and Schroeder 1996). This suggests lhat earlier steps of 

carotenoid biosynthesis in P. rhodozyma, as occurs with fatty acid synthesis in other lipid rich 

yeast, take place in the cytoplasm. However, the pyruvate dehydrogenase enzyme has been found 

exclusively in mitochondria, which are considered to be relatively impermeable to acetyl-CoA 

(Evans et al. 1983). Accordingly, it is interesting that mitochondrial citrate is considered the most 

important source of cytoplasmic acetyl-CoA for fatty acid synthesis in lipid rich yeast. 

Accumulation of citrate in mitochondria and its transport into the cytosol has been widely 

explained by allosteric inactivation of NAD+-isocitrate dehydrogenase due to a decrease in the 

intracellular AMP concentration (Boulton and Ratledge 1981; Evans et al. 1983). Inhibition of the 

enzyme by ATP has al so been shown to be a general feature in muny yeast. Since demand for 
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energy is satisfied under nitrogen or phosphate limiting conditions in P. rhodozyma, the high 

AIP/AMP and NADHINAD+ ratios must reduce the activity of the enzyme. Ihe accumulating 

citrate may be subsequently transported and cleaved by the cytosolic enzyme A IP:citrat.; Iyase to 

give acetyl-CoA and oxaloacetate (Evans et al. 1983). Since both fatty acids and total pigment are 

enhanced by nitrogen as well as by phosphate deficit and both processes require building blocks of 

acetyl-CoA, it is tempting to suggest citrate as the source of acetyl units not only for fatty acids but 

also for carotenoids. Another fact in favor of this possibility is that A IP: citrate Iyase is 

consistently found only in lipid rich yeast, consequently the presence or absence of the enzyme 

marks a significant difference between lipid rich yeast and other yeast (Boulton and Ratledge 

1981). Furthermore, the enzyme has been reported in Rh:Jdotorula gracilis that is phylogeneticaIly 

related to P. rhodozyma (Shashi et al. 1990). The stimulation of total pigment content in cells and 

total pigment concentration observed when citrate was supplemented (Fig. 3A), al so suggest that 

citrate uptake to the cytoplasm could be indeed the source of acetyl-CoA for carotenoids. Ihis 

possibility may be of considerable practical importance since citrate, a low cost raw material, 

could be used to supplement industrial media to enhance astaxanthin production by P. rhodozyma. 

Interestingly, fatty acid and carotenoid syntheses share several cornmon features with sterol 

synthesis including the requirement of A IP, NADPH, molecular oxygen and acetyl-CoA as initial 

building block. Ihe coupled synthesis of aIl these compounds in P. rhodozyma is likely, 

considering that the onset of carotenoid and fatty acid synthesis is presumably, to a great extent, 

due to alterations of primary ceIlula¡ metabolism. However, other more specific regulatory control 

mechanisms may have a role as weIl, including feedback regulation of synthetases or the effects of 

environmental factors such as levels of sugars and dissolved oxygen (Johnson and Schroeder 

1995). Iherefore, the availability ofprecursors from primary metabolism such as acetyl-CoA or 

citrate may not be sufficient to induce a significant increase in astaxanthin content in native strains 
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of P. rhodozyma (beyond 600 !lg/g). For substantially increased production, the regulatory 

mechanisms of synthesis of relevant enzymes have to be removed or eliminated. 
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Figure legends 

Fig. 1. Effects of varying concentrations of arnmonium sulfate on P. rhodozyma after 156 hour 

culturing in a chemically defined media. Symbols (A).- astaxanthin content in cells (+), total 

pigment content in cells (O), astaxanthin concentration (), total pigment concentration ("'). (B).

dry weight (o), YxJs (!!t), final pH (x), reducing sugars ( ). (C).- protein content in cells (e), total 

protein (+). residual arnmonia (x), fatty acids (-). Linear regressions and trend tests were 

performed for dependent variables using ammonium data points aboye 18.6 mM. The slope was 

negative and significant for dry weight, total pigment concentration, astaxanthin concentration and 

fatty acids with p-values in all cases <10.-4 Astaxanthin content and YxJs displayed significant and 

negative slopes with p-values of 7 x 10.4 and 0.0416, respectively. Total protein and protein 

content in cells (all data) displayed positive slopes with p- values below 10-4. 

Fig. 2. Effects of varying concentrations of phosphate on P. rhodozyrna afier 156 hour culturing in 

a chemically defined media. Symbols (A).- astaxanthin content in cells( + ), total pigment content 

in cells (O), astaxanthin concentration (), total pigment concentration ("'). (B).- dry weight (o), 

YxJs (. j, final pH (x), reducing sugars ( ). (C).- protein content in cells (e), total protein (+), 

residual phosphate (x), fatty acids (-). Linear regressions and trend tests were performed for 

dependent variables using phosphate data points aboye 0.65 mM. The slope was negative and 

significant for dry weight, astaxanthin contcnt in cells, astaxanthin concentration and fatty acids 

with p-values in all cases below 10.-4 YxJs showed a significant and negative slope with a p-value 

ofO.017. Total protein and protein content in cells showed a positive slope with p-values below 

10.4 No significant slope was found for pigment content in cells nor total pigment concentration. 

However, we found a significant and negative slope for total pigment concentration betv'een 1.3-

4.8 mM phospr.ate (p-value <10-4). 
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Fig. 3. Effect of varying concentrations of citrate on P. rhodozyrna after 156 hour culturing in a 

chemically defiped media. Symbols (A).- astaxanthin content in cells(.), total pigment content in 

cells (O), astaxanthin concentration ( ), total pigment concentration (Ll.), astaxanthinltotal pigment 

ratio (x). (B).- dry wcight (o), Yxls (.), final pH (x), reducing sugars ( ). (C).- protein content in 

cells (.), total protein (+). Linear regressions and trend tests were performed for dependent 

variables (all citrate concentrations). The slope was negative and significant for dry weight, 

astaxanthinl total pigment ratio, total protein and protein content in cells with p-values in all cases 

below 3 x 10.-3 Total pigment concentration and pigment content in ce lIs showed a positive slope 

with p-values below 10.-4 No significant slope was found for astaxanthin concentration nor 

astaxanthin content in cells. 
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